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Für Heike
Eine neue wissenschaftliche Wahrheit pﬂegt sich nicht in der Weise durchzusetzen, dass
ihre Gegner überzeugt werden und sich als belehrt erklären, sondern dadurch, dass die
Gegner allmählich aussterben und dass die heranwachsende Generation von vornherein
mit der Wahrheit vertraut gemacht ist.
Max Planck
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1 Zusammenfassung
Hintergrund
Cleome gynandra PIP1;2 (CgPIP1;2) ist ein Aquaporin unbekannter Funktion. Im Ver-
gleich zu Cleome spinosa PIP1;2 (CsPIP1;2) ist die Expression nach Quantiﬁzierung einer
454-Sequenzierung auf Transkriptebene 20-fach erhöht (Bräutigam et al. (2011)). Beide
Pﬂanzen unterscheiden sich in ihrem Photosynthesetyp (Koteyeva et al. (2011); Mars-
hall et al. (2007)). Die Aquaporine CgPIP1;2 und CsPIP1;2 sind bei einem Vergleich der
Aminosäuresequenz homolog zu Arabidopsis thalinana (AthPIP1;2) der eine Rolle in der
C3-Photosynthese spielt.
Zielsetzung
Bestätigung der Annahmen zum Photosynthesetypen von C. gynandra und
C. spinosa. Bestätigung der Unterschiedlichen Expression in beiden Pﬂanzen-
arten. Funktionsanalyse zu CgPIP1;2 und CsPIP1;2 im heterologen Expressi-
onsmodell Hefe. Erste Lokalisationsstudien auf zellulärer Ebene. Etablierung
einer bioinformatischen Datenpipeline zur Isolation von Sequenzen die in ei-
nem nachfolgenden viralen System (Virus induced Gene Silencing, VIGS)
zur gezielten Herabregulierung von Transkripten dienen sollen. Untersuchung
der Verwendbarkeit des Tobacco Rattle Virus für das VIGS in C. gynandra
Ergebnisse
 Anzucht Cleome:
 Zur Gewinnung von Pﬂanzenmaterial wurden optimale Keimungsbedingungen
(30 °C auf feuchtem Filterpapier) ermittelt.
 Abweichend von Ekpong (2009) wurde keine Dormanz der Samen festgestellt.
 Eine Keimung auf MS-Agar führte zu geringen Keimungsraten (2 % bzw. 4 %).
 Physiologische Charakterisierung von C. gynandra und C. spinosa:
 C. gynandra zeigt im Vergleich zu C. spinosa bei höheren Lichtintensitäten si-
gniﬁkant höhere CO2-Assimilationsraten bei einer ambienten CO2-Konzentration
(390 ppm). Die untersuchten C. gynandra und C. spinosa zeigen dabei keine
signiﬁkanten Unterschiede in Quantenausbeute und Elektronentransportrate.
 C. gynandra zeigt im Vergleich zu C. spinosa bei konstanter Lichtintensität
(1500 µmol m-2 s-1 Photonen) und niedrigen CO2-Konzentrationen (70 und
375 ppm) signiﬁkant höhere CO2-Assimilationsraten.
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 Der CO2-Kompensationspunkt (CCP) ist signiﬁkant niedriger bei den unter-
suchen C. gynandra.
 C. gynandra und C. spinosa zeigen bei einer hohen CO2-Konzentration (750 ppm)
und bei Veränderung der Lichtintensitäten keine signiﬁkant unterschiedlichen
CO2-Assimilationsraten.
 Expressionslevel der Transkripte von CgPIP1;2 und CsPIP1;2:
 Ein quantitativer Northern Blot zeigte eine ca. 10-fach stärkeres Signal von
CgPIP1;2 verglichen mit CsPIP1;2.
 Analyse Aminosäuresequenzunterschiede von CgPIP1;2 und CsPIP1;2:
 Die Sequenzen von CgPIP1;2 und CsPIP1;2 weisen eine 97,9 %-ige Identität
in den 286 Aminosäuren auf (bei einem E-Wert von 2.6*10-184).
 Die Sequenzunterschiede an Position 67, 69 und 183 beﬁnden sich in Trans-
membranhelices und könnten eine Rolle bei der Tetramerisierung durch un-
terschiedliche räumliche Ausdehnung spielen.
 C. gynandra besitzt mit S155 und S160 zwei polare und mit L161 eine unpolare
Aminosäure. C. spinosa besitzt hingegen mit P155 und I160 zwei unpolare und
mit Q161 eine polare Aminosäure.
 Funktionelle Analyse von CgPIP1;2 und CsPIP1;2:
 CgPIP1;2 und CsPIP1;2 zeigen im Vergleich zu NtPIP2;1 eine qualitativ ge-
ringere Veränderung der Wasserleitfähigkeit in Hefeprotoplasten. NtPIP2;1
ist als wasserleitendes Aquaporin beschrieben. Beide Cleome Aquaporine zei-
gen ein Verhalten verglichen mit einer uninduzierten Kontrolle. Die nach der
Methode von van Heeswijk und van Os (1986) bestimmten Werte für die os-
motische Wasserpermeabilität (Pf) sind hierbei signiﬁkant geringer, verglichen
mit der für NtPIP2;1.
 CgPIP1;2 und CsPIP1;2 zeigen ein mit NtAQP1 vergleichbares Verhalten bei
der Bestimmung der CO2-Permeabilität von Hefemembranen. NtAQP1 ist als
ein die CO2-Leitfähigkeit von Membranen veränderndes Protein charakteri-
siert. Alle drei weisen hierbei einen signiﬁkant höheren Permeabilitätskoeﬃ-
zienten für CO2 (PCO2) (nach der Methode von Yang et al. (2000)) auf, ver-
glichen mit einem Membranprotein, das keine entsprechende Funktionalität
zeigt.
 Lokalisation:
 Ein Fusionsprotein von CgPIP1;2 mit mGFP zeigt bei einer Transﬁzierung
von Zwiebelschuppenzellen eine Lokalisation an den Zellwänden. Dies legt eine
Lokalisation von CgPIP1;2 in der Plasmamembran der Zwiebelschuppenzellen
nahe.
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 Virus Induced Gene Silencing (VIGS) mit TRV:
 Mittels Bioinformatischer Datenpipelines wurden Rohdaten einer 454-Sequenzierung
von cDNA von Cleome bearbeitet und die Sequenz der Phytoendesaturasen
(CgPDS und CsPDS) aus den Datensätzen identiﬁziert und isoliert.
 Die Sequenzinformationen wurden für eine Klonierung von Teilsequenzen von
CgPDS und CsPDS benutzt. Diese Sequenzen wurden in Vektoren für ein auf
dem Tobacco Rattle Virus (TRV) beruhendes System (VIGS) kloniert.
 Der Nachweis von Transkripten des Movement Protein des TRV, in zur Kon-
trolle transﬁzierten N. benthamiana, konnte konnte gezeigt werden. Das Vorli-
gen dieses Transkriptes stellte eine conditio sine qua non für das Funktionieren
eines auf TRV basierenden VIGS dar. Ein Nachweis des gleichen Transkrip-
tes in C. gynandra in verschiedenen Gewebeproben zeigte ein Ausbleiben der
Infektion von C. gynandra durch den TRV.
Schlussfolgerungen
 Die physiologischen Reaktionen von C. gynandra und C. spinosa auf unterschied-
liche Lichtintensitäten sowie auf unterschiedliche CO2-Konzentrationen bestätigt
die morphologische und biochemische Einordnung der beiden Pﬂanzen.
Merkmale wie
 die relativ höhere Assimilationsrate von C. gynandra bei höheren Lichtinten-
sitäten und konstanter, ambienter CO2-Konzentration (390 ppm),
 die relativ höhere Assimilationsrate von C. gynandra bei konstanter, hoher
Lichtintensität und niedriger CO2-Konzentration (im Bereich von 70 und 375 ppm)
ebenso wie der signiﬁkant niedrigere CCP, sowie
 Vergleichbare Assimilationsraten bei hoher CO2-Konzentration (750 ppm) von
C. gynandra und C. spinosa
sprechen für eine Einordnung von C. gynandra als C4-Pﬂanze und C. spinosa als
C3-Pﬂanze.
 Es konnte bestätigt werden, dass die Expression des Aquaporins CgPIP1;2 vergli-
chen mit CsPIP1;2 in 8 Wochen alten Pﬂanzen um das 10-fache erhöht ist.
 Funktionelle Tests im heterologen Expressionsmodell Hefe zeigten, im Vergleich
zu NtPIP2;1, keine Funktionalität von CgPIP1;2 und CsPIP1;2 bezüglich einer
Wasserleitfähigkeit der Aquaporine.
 Funktionelle Tests im heterologen Expressionsmodell Hefe zeigten eine Funktiona-
lität von CgPIP1;2 und CsPIP1;2 vergleichbar mit NtAQP1. Damit liegt eine Rolle
der Cleome Aquaporine in der Photosynthese nahe.
 Die unterschiedlich starke Expression, sowie die Funktionalität der Aquaporine be-
züglich CO2 legt eine besondere Rolle von CgPIP1;2 bei der C4-Photosynthese
nahe.
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 Die mögliche Lokalisation in der Plasmamembran von Pﬂanzenzellen von CgPIP1;2
legt eine Rolle des Aquaporins bei der primären Fixierung des CO2 durch die Phos-
phoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) nahe. Die Verringerung der CO2-Leitfähigkeit
der Mesophyllzellen könnte einer optimalen primären Fixierung dienen.
 Durch die Anwendung bioinformatischer Methoden können Next Generation Se-
quencing (NGS) Daten analysiert und zur Lösung speziﬁscher Probleme genutzt
werden. Hierdurch können auch beim Nichtvorliegen genomischer Daten ein Tran-
skriptom erstellt und Sequenzen von Interesse identiﬁziert und quantiﬁziert werden.
 Die Verwendbarkeit des TRV bei einem VIGS-Experiment mit C. gynandra ist
durch das Fehlen einer Ausbreitung der Viren in diesen Pﬂanzen ausgeschlossen.
Funktionale Tests in C. gynandra durch eine Herabregulierung speziﬁscher Tran-
skripte müssen durch andere Viren-Systeme erfolgen.
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2 Einführung
2.1 C4-Photosynthese
Die Photosynthese dient der Erzeugung komplexer organischer Moleküle aus Kohlendi-
oxid (CO2) und Wasser (H2O) mittels Sonnenlicht. Ohne sie gäbe es weder elementaren
Sauerstoﬀ noch organische Verbindungen, die als Energiequelle oder molekulare Baustei-
ne dienen können. Erst diese Stoﬀe ermöglichen in ausreichender Menge den Großteil des
Lebens auf der Erde. den Großteil des Lebens zu ermöglichen.
Bei der Photosynthese wird die Energie des Lichtes an den Thylakoidmembranen der
Chloroplasten genutzt, um in einer ersten Reaktion (Hill-Reaktion) Elektronen auf ent-
sprechende Akzeptoren zu übertragen. Dabei werden Adenosintriphosphat (ATP) und
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) gewonnen. In einer zweiten Reakti-
on im Stroma der Chloroplasten (Calvin-Zyklus) wird CO2 mittels der Ribulose-1,5-
Bisphoshat-Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) als 3-Phosphoglycerat (PGA) zu ﬁxiert.
Dieses Enzym besitzt hierbei eine Aﬃnität sowohl für CO2 als auch für O2. Hierdurch
kann es bei einem ungünstigen Konzentrationsverhältnis zur Photorespiration kommen.
Hierbei wird CO2 produziert statt ﬁxiert zu werden. Die in der Hill-Reaktion gewonnenen
Reduktionselemente und ATP werden verwendet, um den im Calvinzyklus entstehenden
C3-Körper weiter zu reduzieren und zum Teil als Akzeptor für eine erneute Fixierung
von CO2 zu regenerieren.
Diese primäre Fixierung des CO2 in einem C3-Körper wird als C3-Photosynthese be-
zeichnet. Daneben besteht ein weiterer Grundtyp, der der C4-Photosynthese. Hierbei
ist der Fixierung durch Rubisco eine Fixierung durch die Phosphoenolpyruvatcarboxyla-
se (PEPC) vorgeschaltet. Diese erzeugt mittels Phosphoenolpyruvat (PEP) einen C4-
Körper, das Oxalacetat (eng.: Oxaloacetic acid, OAA). Diese Unterscheidung, ob es sich
bei dem ersten Fixierungsprodukt, um einen C3- oder C4-Körper handelt, ist somit na-
mensgebend für die C3- bzw. C4-Photosynthese.
Ein grundsätzliches Merkmal der C4-Photosynthese ist die zweimalige Fixierung des
CO2, das zumeist über eine Kompartimentalisierung realisiert wird. Bis auf Ausnahmen
werden die Fixierungsschritte in Mesophyllzellen und Bündelscheidenzellen aufgetrennt
(Beispiel für eine C4-Photosynthese in einer Zelle in Voznesenskaya et al. (2001)).
Die primäre Fixierung erfolgt in den Mesophyllzellen. Hierbei wird der Kohlenstoﬀ des
CO2 aus der Luft in der Form von OAA ﬁxiert und nachfolgend in Aspartat oder Malat
umgewandelt. Dieses diﬀundiert durch die zahlreichen Plasmodesmata in die Bündel-
scheidenzellen. Dort erfolgt eine Decarboxylierung und das frei werdende CO2 wird dann
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durch den Calvinzyklus in den Chloroplasten der Bündelscheidenzellen wiederum ﬁxiert
(vergleiche Abbildung 2.1), um dann zur Synthese von Zuckern, Aminosäuren etc. zu
dienen.
Abbildung (2.1) Vergleich C3- und C4-Photosynthese
Dargestellt ist ein vereinfachter Vergleich C3- und C4-Photosynthese. Bei der C3-
Photosynthese gelangt CO2 in die Chloroplasten (CP) der Mesophyllzellen (MZ). Der Koh-
lenstoﬀ wird durch Rubisco und den Calvinzyklus in 3-Phosphoglycerat (PGA) ﬁxiert. In
der C4-Photosynthese gelangt CO2 in die MZ und der Kohlenstoﬀ wird dort in Form von
Oxalacetat (OAA) ﬁxiert. Nach weiteren Umwandlungsschritten gelangt der Kohlenstoﬀ
in den zentripetal (zum Leitbündel) angeordneten CP der Bündelscheidenzellen (BSZ) um
dort durch Rubisco ﬁxiert und im Calvinzyklus zu PGA umgewandelt zu werden.
Worin liegt der evolutionäre Vorteil einer solchen Anpassung?
Bei Trockenstress versucht die Pﬂanze, durch das Schließen der Stomata, ihre Transpira-
tion zu reduzieren und damit den weiteren Wasserverlust zu vermindern. Hierbei steigt
die Konzentration von O2 in den Zellen, da der Sauerstoﬀ nicht mehr durch die Stomata
entweichen kann. Gleichzeitig wird das im Blatt vorhandene CO2 durch Rubisco weiter
ﬁxiert, so dass die Konzentration von CO2 sinkt. Durch diese beiden Eﬀekte kommt es
zunehmend zur Fixierung von O2 durch die Rubisco. Statt der Bildung zweier Moleküle
3-Phosphoglycerat (bei der Carboxylasereaktion) entsteht durch die Oxygenasereaktion
Phosphoglycolat sowie 3-Phosphoglycerat.
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Rubisco-Carboxylaseaktivität:
Ribulose-1,5-bisphosphat
CO2 + H2O
2 * 3-Phosphoglycerat
Rubisco-Oxigenaseaktivität:
Ribulose-1,5-bisphosphat
O2
Phosphoglycolat + 3-Phosphoglycerat
Die Folgeprodukte des Phosphoglycolat müssen hierbei mittels verschiedene Reaktio-
nen in den Chloroplasten, Peroxisomen und Mitochondrien unter Freiwerden von CO2
wieder zu 3-Phosphoglycerat umgesetzt werden. Da hierbei O2 verbraucht und CO2 her-
gestellt wird, spricht man von Photorespiration.
Bei der C4-Photosynthese liegen verschiedene Fixierungsschritte in verschiedenen Zell-
typen und Kompartimenten vor (vergleiche Abbildung 2.2 auf Seite 15). Die erste Fi-
xierung erfolgt durch die (O2-unreaktive) PEPC in den Mesophyllzellen. Die zweite Fi-
xierung erfolgt in den Bündelscheidenzellen durch die Rubisco, die sowohl eine CO2 als
auch eine O2 Aﬃnität besitzt. Die Aktivität des Photosystem II (PS II) und damit die
Produktion von O2 in den Bündelscheidenzellen kann zwischen den C4 Typen stark va-
riieren (Sage et al. (1999) S. 177). Wobei stark reduzierte Granae in den Chloroplasten
auf ein hohes Verhältnis von PS I zu PS II hindeutet (Muhaidat et al. (2007)).
Durch die räumliche Trennung der Fixierung durch PEPC und Rubsico wird die
Rubisco-Oxigenaseaktivität unterdrückt. Die CO2-Konzentration in den Chloroplasten
der Bündelscheidenzellen ist dann auch bei Trockenstress hoch genug ist, um die Car-
boxylaseaktivität der Rubisco zu begünstigen. Dies wird auch dadurch erreicht, dass in
den Chloroplasten der Mesophyllzellen - in denen die PEPC aktiv ist - keine Fixierung
durch den Calvin-Zyklus mangels Rubisco erfolgt.
Die Vorteile für die C4-Pﬂanzen sind hierbei eine höhere Wassernutzungseﬃzienz, eine
höhere Stickstoﬀnutzungseﬃzienz und schnellerer Aufbau von Biomasse (Sommer et al.
(2012)). Die C3-Photosynthese ist hingegen bei geringen Lichtintensitäten photosynthe-
tisch aktiver Strahlungim Vorteil. Bei geringen Lichtintensitäten tritt auch Photorespi-
ration seltener auf. Daneben muss keine Energie für eine Vorﬁxierung von CO2 sowie der
Ausbildung einer Kranz-Anatomie aufgewandt werden.
2.2 NAD-ME Typ der C4-Photosynthese
Die C4-Photosynthese wird - abhängig vom decarboxylierenden Enzym - in verschiedene
Untertypen eingeteilt. Dieses decarboxylierende Enzym setzt den durch die erste CO2-
Fixierung entstandenen C4-Körper um. Hierbei wird CO2 wieder freigesetzt, um dann
durch die Rubisco wiederum assimiliert zu werden.
Die decarboxylierenden Enzyme (Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEP-CK), NAD-
abhängige Malatenzym (eng.: mitochondriale NAD-malic enzyme, NAD-ME), NADP-
abhängige Malatenzym (NADP-ME)) sind zugleich namensgebend für den Untertyp der
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C4-Photosynthese. So gibt es den PEP-CK- (z.B.: Panicum maximum, Watanabe et al.
(1984)), den NADP-ME- (z.B.: Zea mays, Romanowska und Drozak (2006)) und den
NAD-ME-Typ (z.B.: Panicum miliaceum, Sommer et al. (2012), Cleome gynandra, Mars-
hall et al. (2007)) der C4-Photosynthese. Der Übergang zwischen den Typen der C4-
Photosynthese ist zum Teil ﬂießend. Die C4-Photosynthese kann sich mit Blattalter und
Aussetzung von Licht entwickeln (Bassi und Passera (1982)).
Im Folgenden soll die C4-Photosynthese des NAD-ME Typs (dargestellt in Abbil-
dung 2.2 (auf der nächsten Seite)) detailliert besprochen werden. Das in der Luft ent-
haltene CO2 gelangt durch die Stomata in die Interzellularen. Es diﬀundiert durch die
Zellwand und Plasmamembran in das Cytosol der Mesophyllzellen und wird zu Bicarbo-
nat (HCO3-) umgesetzt. Die Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) setzt das HCO3-
mit Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Oxalessigsäure (OAA) - dem ersten C4-Körper - um.
Dieses wird mittels Glutamat durch die Aspartat Aminotransferase (AspAT) in Aspartat
(Asp) umgewandelt. Das Asp diﬀundiert - wahrscheinlich entlang eines steilen Konzen-
trationsgradienten - durch die Plasmodesmata bis in die Mitochondrien der Bündelschei-
denzellen. Dort erfolgt eine Umwandlung durch die mitochondriale AspAT zu OAA. Die-
ses wird durch die mitochondriale Malat Dehydrogenase zu Malat reduziert. Das Malat
wird mittels NAD+ durch das für den Typ namensgebende NAD-abhängige Malatenzym
(NAD-ME) zu Pyruvat, CO2 und NADH umgesetzt. Das Pyruvat wird aus den Mit-
ochondrien transportiert und durch die cytosolische Alanin-Aminotransferase (AlaAT)
in den Bündelscheidenzellen zu Alanin (Ala) umgesetzt. Das Ala gelangt durch die Plas-
modesmata in die Mesophyllzellen, wird durch die AlaAT der Mesophyllzellen deaminiert
und zu Pyruvat umgesetzt und in den Chloroplasten zu PEP recycelt. Nach dem Aus-
schleusen aus dem Chloroplasten der Mesophyllzellen steht das PEP als Akzeptor für das
HCO3- wiederum bereit.
Das durch die Decarboxylierung und durch Atmung in den Mitochondrien entstande-
ne CO2 gelangt über die Membranen der Mitochondrien zum Ort der Fixierung durch
die Rubisco in den Chloroplasten. Hierbei muss das CO2 wiederum die Membranen der
Chloroplasten überwinden. Es ist unklar, ob dies durch passive Diﬀusion oder Protein-
vermittelt geschieht (Weber und von Caemmerer (2010)).
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Abbildung (2.2) NAD-ME Typ der C4-Photosynthese
Modell der NAD-ME C4-Photosynthese nach Weber und von Caemmerer (2010), wie er für
Panicum miliaceum postuliert wird.
Im Vergleich dazu ist der Pfad des CO2 zum Verbraucher (Rubisco) in der C3-Photosynthese
vom Cytosol in die Chloroplasten (dargestellt in Evans et al. (2009)) von weniger Um-
wandlungen und Transportschritten geprägt. Da die C4-Photosynthese auf Enzymen im
Cytosol, Chloroplasten und Mitochondrium beruht, muss der Kohlenstoﬀ des CO2 aus
der Luft über mehrere Membranen bis zu seinem Endverbraucher, der Rubisco gelangen.
Während ein Teil der Literatur davon ausgeht, dass das CO2 hierbei direkt über die
Membranen diﬀundiert (Missner et al. (2008)), gehen andere davon aus, dass die Diﬀusi-
on über die Membran durch Membranproteine erleichtert wird (Evans et al. (2009)). Die
Leitfähigkeit der Membran für CO2 soll hierbei durch Aquaporine verändert werden.
2.3 Aquaporine
Aquaporine sind Membranproteine, bestehend aus sechs Transmembranhelices. Jeweils
drei extrazelluläre (A, C, E) und zwei extrazelluläre Schleifen (B, D) verbinden die Helices
und bilden eine Tonnenstruktur mit einem Kanal zwischen den Helices. Das Asparagin,
Prolin, Alanin (NPA) Motiv in Schleife B und E ist dabei in die Tonnenstruktur gefaltet
und Teil des Selektivitätsmechanismus. Durch diesen Kanal können kleine Moleküle wie
das namensgebende H2O oder auch z.B. NH3 (Bertl und Kaldenhoﬀ (2007)) diﬀundieren.
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Die Aquaporine bilden Tetramere, wodurch eine zentrale Pore zwischen den Aquaporinen
entsteht (Yool und Weinstein (2002), Kruse et al. (2006)). Es ist noch nicht abschließend
geklärt, ob durch diese zentrale Pore oder durch den Kanal des einzelnen Aquaporins CO2
diﬀundiert (Endeward et al. (2006)). Die Struktur der Aquaporine ist in Abbildung 2.3
schematisch dargestellt.
Abbildung (2.3) Schematische Darstellung der Aquaporinsekundärstruktur
Die Transmembranhelices sind beginnend vom N-Terminus durchnummeriert (1-6). Die ex-
trazellulären Schleifen (A, C, E) sowie die intrazellulären Schleifen (B, D), das Asparagin,
Prolin, Alanin (NPA) Motiv sowie der N- und C-Terminus sind gekennzeichnet. Das Zel-
linnere und äußere ist jeweils beschriftet. Die Abbildung wurde von Siefritz et al. (2001)
übernommen und angepasst.
Die Aquaporine der Pﬂanzen werden in verschiedene Gruppen eingeteilt. Die Auf-
teilung in PIP (eng.: plasma-membrane intrinsic protein), TIP (eng.: tonoplast intrinsic
protein), NIP (NOD26-like intrinsic protein), und SIP (small basic intrinsic protein) wird
beschrieben in Kruse et al. (2006). Ähnlichkeiten der Proteinsequenzen führt hierbei zu
dieser phylogenetischen Einteilung.
2.4 Modellorganismen
Es stellt sich die Frage ob und welche Rolle Aquaporine in der C4-Photosynthese spielen.
Vorteilhaft zur Klärung dieser Frage wäre eine vergleichende Untersuchung von eng ver-
wandten Pﬂanzen, die jeweils die C3- und C4-Photosynthese verwenden. Notwendig wäre
also ein Modellorganismus, der innerhalb einer Gattung Pﬂanzenarten mit sowohl C3-
als auch C4-Photosynthese besitzt. Durch die enge Verwandtschaft sollten Unterschiede
in Biochemie und Physiologie auf ein Minimum beschränkt werden. Idealerweise würde
für beide Arten ein vollständig sequenziertes Genom vorliegen oder es gäbe einen Mo-
dellorganismus mit vollständig sequenziertem Genom der in naher Verwandtschaft steht.
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.Abbildung (2.4)
C. gynandra und
C. spinosa
Bilder von C. gynandra
(links) und C. spinosa
(rechts). Quelle:
commons.wikimedia.org
Die Gattung Cleome besitzt Pﬂanzenarten mit beiden Photosynthesetypen im Genus.
Als C4-Vertreter dient die aus Afrika stammende C. gynandra. Als Pﬂanze mit C3-
Photosynthese dient die aus Südamerika stammende C. spinosa (siehe Marshall et al.
(2007)). Genomische Daten beider Cleome waren zum Zeitpunkt der Erstellung dieser
Arbeit nicht erhältlich. Die Pﬂanzen sind aber als Teil der Ordnung der Brassicales (siehe
Abbildung 2.5 (auf der nächsten Seite)) nahe verwandt mit dem sehr gut beschriebenen
Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana), deren genomische Daten vorliegen.
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Abbildung (2.5) Stammbaum der Ordnung der Brassicales
Phylogenetische Beziehung der Brassicaceae, Cleomaceae und weiterer Gattungen nach
Schranz und Mitchell-Olds (2006).
Da das Genom zwischen Arabidopsis und Cleome nach Schranz und Mitchell-Olds
(2006) eine signiﬁkante Syntenie zeigen, waren diese Pﬂanzen geeignet, um Fragestellun-
gen der C4-Photosynthese im Verhältnis zur C4-Photosynthese zu bearbeiten.
2.5 Ziele der Arbeit
Ziel der Arbeit war die Aufklärung der Rolle die das Aquaporin CgPIP1;2 in der Pho-
tosynthese von C. gynandra spielt. Hierzu mussten diverse Einzelfragen geklärt werden.
Diese stellten zum Teil eine Bestätigung anderer Ergebnisse mit anderen experimentellen
Mitteln und Methoden dar. Da es sich bei Cleome gynandra und der im Vergleich be-
trachteten Cleome spinosa um nicht sehr ausführlich beschriebene Organismen handelt,
mussten diverse Fragestellungen und Probleme behandelt werden die sich bei der Arbeit
mit anderen Modellorganismen nicht mehr stellen. Im Gegensatz zu gut beschriebenen
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Modellorganismen wie zum Beispiel A. thaliana oder Zea mays gab es keine frei zu-
gänglichen genomischen sowie kaum physiologische und biochemische Daten. Weiterhin
fehlten robuste Protokolle im Umgang mit den Pﬂanzen wie dies für einen verbreiteten
Modellorganismus selbstverständlich ist.
Folgende Fragen sollten in dieser Arbeit geklärt werden:
 Vorbedingung für Untersuchungen und der Gewinnung von Pﬂanzenmaterial war
die Kultivierung der Cleome. Insbesondere die Keimung von C. gynandra sowie die
Anzuchtbedingungen wurden überprüft.
 Mittels Gaswechselanalytik sollten die Cleome verglichen werden um hieraus auf
den jeweiligen Photosynthesetypen der Pﬂanzen zu schließen. Insbesondere wurde
die experimentelle Gestaltung auf das Verhalten einer C3- bzw. C4-Pﬂanze bei ei-
ner Veränderung von Messlichtintensität und CO2-Konzentration im Außenmedium
abgestimmt. Hierdurch sollten Kenngrößen der Photosynthesesysteme festgestellt
werden. Weiterhin sollte die Reaktion der Photosynthesesysteme unter Bedingun-
gen getestet werden die zu einer Klassiﬁzierung als C3- und C4-Photosynthese
dienen können.
 Es sollte bestätigt werden, dass die Transkription der Aquaporine CgPIP1;2 und
CsPIP1;2 in den Blättern beider Pﬂanzenarten unterschiedlich ist.
 Die Aquaporine sollten auf Ebene der Aminosäuresequenz miteinander verglichen
werden, um festzustellen ob es sich um homologe Proteine handelt und ob mögliche
Unterschiede in Funktion, Lokalisation etc. ihren Ursprung in der Aminosäurese-
quenz haben können.
 Die Funktion der Aquaporine sollte im heterologen Expressionsmodell Hefe über-
prüft werden um eine mögliche Rolle in der Photosynthese zu bestätigen.
 Die Lokalisation der Aquaporine ist eng mit ihrer physiologischen Rolle verknüpft.
Es sollten erste Lokalisationsstudien durchgeführt werden um die Funktion eingren-
zen zu können.
 Um funktionelle Studien in den Pﬂanzen selber durchführen zu können sollte die
Machbarkeit des Virus induced gene silencing (VIGS) mittels des Tobacco Rattle
Virus in Cleome überprüft werden. Als Vorbedingung hierfür sollte mittels bio-
informatischer Methoden aus 454-Sequenzierungsdaten die kodierende Sequenz für
die native Phytoendesaturase isoliert werden. Die Sequenzen dienten dann als eine
Kontrolle für das Funktionieren des VIGS Experimentes neben dem Nachweis eines
für die Infektion notwendigen Virenproteins in inﬁzierten Pﬂanzen.
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3 Ergebnisse
3.1 Kultivierung von Cleome gynandra
Um die Rolle aufzuklären, die Aquaporine in der C4-Photosynthese spielen, sollten die
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zur C3-Photosynthese untersucht werden. Hierfür
ist ein Pﬂanzenmodell notwendig, dass innerhalb nah verwandter Arten sowohl C3- als
auch C4-Photosynthese besitzt. Durch eine nahe Verwandtschaft wurden die physiologi-
schen und genetischen Unterschiede minimiert. Als Modell für diese Untersuchung diente
die Gattung Cleome. Diese besitzt die C3- und C4-Photosynthese innerhalb derselben
Gattung (Koteyeva et al. (2011); Marshall et al. (2007)) und ist als Teil der Ordnung
Brassicales nahe mit der vollständig sequenzierten und gut beschriebenen Arabidopsis
thaliana (Ackerschmalband) verwandt.
Die Kultivierung der Pﬂanzen war die Vorbedingung für Folgeexperimente mit den
Pﬂanzen. Da die C. gynandra anfänglich nur sehr schwierig kultiviert werden konnten,
wurden verschiedene Keimungsbedingungen getestet. Um die Keimungsbedingungen zu
testen, wurden jeweils 50 Samen für 4 Tage unter verschiedenen Bedingungen im Dunkeln
gekeimt. Als erstes wurden verschiedene Keimungstemperaturen getestet. Eine Keimung
der Samen bei 24 °C erfolgte zu 30 %, wohingegen bei 30 °C eine Keimungsrate von 70 %
vorlag. Für alle Folgeexperimente wurden nun die Temperatur von 30 °C gewählt. Nach
Ekpong (2009) sollte eine Vorbehandlung (Inkubation der Samen für 5 Tage bei 40 °C)
zu einer Erhöhung der Keimungsrate führen. Eine solche Vorbehandlung führte zu einer
Keimungsrate von 20 %, wohingegen die unbehandelten Samen eine Keimungsrate von
84 % aufwiesen (jeweils auf feuchtem Whatman-Papier). Parallel wurde überprüft ob ei-
ne Keimung auch auf Murashige-Skoog-Medium mit Agar (MS-Agar) möglich ist. Hierzu
wurden Hitze-behandelte und unbehandelte Samen auf entsprechende Petrischalen mit
MS-Agar ausgebracht. Dies führte zu einer Keimungsrate von 4 % bei den vorbehandel-
ten, bzw. von 2 % bei den unbehandelten Samen.
Für alle weiteren Kultivierungsschritte wurde die Samen ohne Vorbehandlung bei 30 °C
auf feuchtem Whatman-Papier für zwei Tage zum Keimen gebracht und danach auf MS-
Agar oder Erde umgesetzt.
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Abbildung (3.1) Keimungsverhalten von C. gynandra
Die Keimungsrate von C. gynandra wurde unter verschiedenen Bedingungen getestet. In
Abbildung (A) ist die Variation der Keimungstemperatur bei 24 °C und 30 °C auf feuchtem
Whatman-Papier zu sehen. Abbildung (B) zeigt die Keimungsrate bei erfolgter (+) und
unterbliebener (-) Vorbehandlung bei 40 °C für 5 Tage und anschießender Keimung auf
feuchtemWhatman-Papier. In (C) ist die Keimungsrate bei erfolgter (+) und unterbliebener
(-) Vorbehandlung bei 40 °C für 5 Tage und anschießender Keimung auf MS-Agar zu sehen.
Die Signiﬁkanz der Unterschiede wurde mittels Z-Statistik mit Yates-Korrektur bestimmt
(*** := p < 0,001), jeweils n = 50.
Bei der Kultivierung von C. gynandra und C. spinosa traten Phänotypen auf, die sich
durch gekräuselte und blasse Blätter von den anderen Pﬂanzen unterschieden. Hierbei
waren zumeist ca. 95 % der Pﬂanzen betroﬀen. Es wurde überprüft, ob die Anzuchtbedin-
gungen für diesen Phänotyp ausschlaggebend sind. Durch die Variation verschiedenster
Parameter, wie dem Substrat, der Lufttemperatur, der Dauer und Strahlungsintensität
des Anzuchtlichtes, wurde überprüft, ob diese für den Phänotypen verantwortlich sind.
Da der Phänotyp aber hiervon völlig unabhängig auftrat, lag der Verdacht einer Viru-
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serkrankung nahe. Viren wie Ageratum enation Virus (Raj et al. (2010)) oder Cleome
leaf crumble virus (ClLCrV) (da Silva et al. (2011)) können den beobachteten Phänotyp
auslösen. Der in den Anzuchtkammer auftretende Befall durch Schadinsekten legte nahe,
dass Ausgangspunkt (einer möglichen Infektion) das verwendete Saatgut war. Der Virus
wurde dann wohl durch die Schadinsekten auf noch unbefallene Pﬂanzen übertragen. Als
Lösung für dieses Problem wurde das gesamte Saatgut durch neues ersetzt und Pﬂanzen
nur noch in eigenen Anzuchtkammern aufgezogen, die zuvor desinﬁziert und gründlichst
gereinigt worden war. Letztendlich wurden als Anzuchtbedingungen eine Photoperiode
von 16 h (350 µmol m-2 s-1 PFD, 24 °C, relative Luftfeuchte 65 %) sowie einer Dunkel-
periode von 8 h (0 µmol m-2 s-1 PFD, 20 °C, relative Luftfeuchte 65 %) gewählt. Ein
weiterer Befall trat nach diesen Maßnahmen nicht mehr auf. Ob es sich um einen Viren-
befall handelte wurde im Sinne eines Ziel-orientierten Arbeitens nicht überprüft.
Nachdem nun Pﬂanzen vorlagen, konnten diese für Folgeexperimente eingesetzt wer-
den.
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Abbildung (3.2) Krankhafter Phänotyp bei C. gynandra und C. spinosa
Beobachteter Phänotyp nach 12 Wochen Kultivierung im Gewächshaus (C. gynandra links
unten C. spinosa links oben). Im Vergleich ein unveränderter Phänotyp unter gleichen Be-
dingungen angezogen (jeweils rechts). Eine Veränderung von Luftfeuchte, Temperatur, Licht-
einfall und Substrat führte zu keiner Veränderung des Auftretens des Phänotyps innerhalb
der verschiedenen Parameter.
3.2 Physiologische Charakterisierung von Cleome gynandra
und Cleome spinosa mittels Gaswechselanalyse
Eine Charakterisierung der Cleome erfolgte bisher über histologische und biochemische
Methoden (Bräutigam et al. (2011); Marshall et al. (2007)). Die Gaswechselanalyse ge-
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zeigt von Marshall et al. (2007) beschränkte sich auf zwei Parameter, wobei nur mini-
male Informationen über die entsprechende Analyse geliefert wurde. Darauf aufbauend,
soll in dieser Arbeit eine detaillierte Gaswechselanalyse vorgenommen werden die über
die Nennung zweier Kennwerte hinaus geht. Um die Charakterisierung der Cleome als
C4- und C3-Pﬂanze zu bestätigen, sollte mittels Gaswechselanalytik die entsprechen-
den Eigenschaften der beiden Pﬂanzen im Vergleich zueinander bestimmt werden. Ins-
besondere sollten die Reaktion der Pﬂanzen auf unterschiedliche Lichtintensitäten und
CO2-Konzentrationen im Außenmedium hin untersucht werden. Weiterhin soll ein expe-
rimenteller Aufbau gezeigt werden, der durch die Reaktion der Pﬂanzen auf verschiedene
experimentelle Bedingungen, einen weitergehenden Beleg für die Art der Photosynthese
liefert. Eine C4-Pﬂanze sollte bei hohen Lichtintensitäten in normaler Luft höhere Assimi-
lationsraten aufweisen und später in eine Sättigung der Assimilationsrate übergehen als
eine C3-Pﬂanze. Weiterhin zeigt sich eine inhibitorische Wirkung höherer Lichteinstrah-
lungen bei einer C3-Pﬂanze früher als bei einer C4-Pﬂanze. Hierbei kommt es zu einem
Abfall der Assimilationsrate bei sehr hohen Lichteinstrahlungen. Eine weitere Unterschei-
dung ist der Licht-Kompensationspunkt. Dieser ist der Bereich von Lichteinstrahlung bei
dem die Menge des durch Atmung produzierte CO2 der Menge an durch Photosynthese
produziertem CO2 entspricht. Dieser Punkt ist bei C3-Pﬂanzen niedriger als bei C4-
Pﬂanzen, da erstere im Vergleich besser an Standorte mit niedriger Lichteinstrahlung
angepasst sind. Weiterhin sollte der CO2-Kompensationspunkt (eng.: CO2 compensation
point, CCP) bestimmt werden, also die CO2-Konzentration bei dem das durch Atmung
erzeugte CO2 dem durch die Assimilation verbrauchten CO2 entspricht. Auch dieser wäre
bei einer C4-Pﬂanze verglichen mit einer C3-Pﬂanze geringer.
3.2.1 Veränderung der Assimilationsrate bei zunehmender Lichtintensität
Es wurde mittels Gaswechselmessung die Abhängigkeit der Netto-Assimilationsrate (AN)
von ansteigender Lichtintensität photosynthetisch wirksame Strahlung (eng.: Photosyn-
thetically Active Radiation, PAR) ermittelt. Hierzu wurden jeweils 3 Pﬂanzen von C. gy-
nandra und C. spinosa (28 Tage alt) als Versuchsobjekt verwendet. Eine Auftragung der
Daten ist in Abbildung 3.3 (auf der folgenden Seite) zu sehen.
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Abbildung (3.3) Lichtkurve von C. gynandra und C. spinosa
Die Netto-Assimilationsrate aufgetragen gegen PAR bei ambienten CO2-Konzentrationen
(390 ppm) von C. gynandra und C. spinosa. Aufgetragen sind die Mittelwerte von jeweils
drei 28 Tage alten Pﬂanzen mit Standardabweichung. Eine Signiﬁkanzberechnung der AN-
Unterschiede wurde, nach Überprüfung der Normalverteilung, mit einem two-tailed t-Test
durchgeführt (* = p < 0,05; *** = p < 0,001).
Die Werte der korrespondierenden Punkte von AN zwischen 500 und 1500 µmol m-2 s-1
von C. gynandra und C. spinosa unterscheiden sich bei einem t-Test signiﬁkant vonein-
ander. Die AN der wahrscheinlichen C4-Pﬂanze C. gynandra ist also bei hohen Lichtin-
tensitäten signiﬁkant höher als die der wahrscheinlichen C3-Pﬂanze.
Es wurde mit dem Programm R mit der Mitscherlich-Gleichung (Algorithmus 1 (auf
der nächsten Seite)) eine Kurvenanpassung vorgenommen. Die Mitscherlich-Gleichung
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(nach Potvin und Lechowicz (1990)) beschreibt die Antwort der Pﬂanze auf Düngung
und wird entsprechend bei atmosphärischem CO2 angewandt. Über die Kurvenanpassung
wurden die Parameter der Gleichung bestimmt. Es wurde die maximale, lichtgesättigte
Photosyntheserate (Amax) bestimmt. Dieser ist der Maximalwert der Photosyntheserate
den die Pﬂanze bei Lichtbedingungen einnimmt, die den Photosyntheseapparat maxi-
mal auslasten. Weiterhin wurde der lineare Anstieg, der die schnelle Reaktion von AN
bei niedrigen PAR wiedergibt (Aqe), bestimmt. Dieser ist ein Maß für die Reaktionsge-
schwindigkeit der Pﬂanze bei geringen Lichtintensitäten. Als letzter Punkt wurde der
Lichtkompensationspunkt (LCP) bestimmt. Also der Lichtstrom, bei dem das durch die
Assimilation verbrauchte CO2 dem durch die Atmung produzierten CO2 entspricht. Die
ermittelten Werte sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.
AN = Amax ∗
(
1− e−Aqe∗(PPF−LCP )
)
Algorithmus (1) Mitscherlich Gleichung
Gleichung zur Anpassung an ökophysiologische Antwortkurven. Hierbei wird angepasst an
die vorliegenden Gaswechseldaten. Dabei wurde die lichtgesättigte maximale Assimilations-
rate (Amax), der lineare Anstieg der die schnelle Reaktion der Netto Assimilationsrate (AN)
bei niedrigen PAR wiedergibt (Aqe) sowie der Lichtkompensationspunkt (LCP) ermittelt.
Sowohl AN als auch der photosynthetischer Photonenﬂuss (PPF) sind aus den Datensätzen
gegeben.
Die Amax der C3-Pﬂanze beträgt nur 53,2 % der C4-Pﬂanze bei ambientem CO2
(390 ppm). Der Aqe der C3-Pﬂanze beträgt 151 % verglichen mit der C4-Pﬂanze. Der
LCP von C. spinosa ist mit 74,38 µmol m-2 s-1 geringer als der von C. gynandra mit
93,72 µmol m-2 s-1. Eine statistische Signiﬁkanz der Unterschiede konnte jedoch nicht
gezeigt werden.
Pﬂanze Amax ± SD Aqe ± SD LCP ± SD
C. gynandra 34,19 ± 1,94 1,33e-3 ± 0,17e-3 93,72 ± 15,84
C. spinosa 18,19 ± 0,60 2,01e-3 ± 0,19e-3 74,38 ± 11,01
Tabelle (3.1) Parameter der Lichtkurve
Mittels Kurvenanpassung der Lichtkurve (Abbildung 3.3 (auf der vorigen Seite)) mit Al-
gorithmus 1 ermittelte Werte. Lichtgesättigte Assimilationsrate (Amax), der lineare Anstieg
der die schnelle Reaktion von AN bei niedrigen PAR wiedergibt (Aqe) und Lichtkompen-
sationspunkt (LCP) bei ambienten CO2-Konzentrationen (390 ppm) und 25 °C. Zu den
Mittelwerten (n = 3) ist jeweils die Standardabweichung (SD) angegeben.
Alle Werte aus Tabelle 3.1 sprechen im direkten Vergleich für eine C4-Photosynthese
von C. gynandra und eine C3-Photosynthese von C. spinosa. In Abbildung 3.4 (auf der
folgenden Seite) sind die Daten aus Abbildung 3.3 (auf der vorigen Seite) in einer Ver-
größerung (bei niedriger PAR) zu sehen. Mittels einer Regressionsgeraden an den Werten
zwischen 0 und 300 µmol m-2 s-1 wurde der Schnittpunkt mit der X-Achse (dies entspricht
dem Lichtkompensationspunkt) bestimmt. Es zeigte sich, dass der so bestimmte Licht-
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kompensationspunkt der vermessenen C. spinosa bei 73,7 µmol m-2 s-1 beträgt. Bei den
verwendeten C. gynandra zeigte sich der Lichtkompensationspunkt bei 91,8 µmol m-2 s-1.
Insoweit ist der so ermittelte LCP mit den Werten aus Tabelle 3.1 (auf der vorhergehen-
den Seite) vergleichbar.
Abbildung (3.4) Lichtkurve C. gynandra und C. spinosa 0 - 350 µmol m-2 s-1
Der Bereich von 0 bis 350 µmol m-2 s-1 Photonen wurde vergrößert, um den Bereich bei dem
die Netto Assimilationsrate Null beträgt zu zeigen. Zusätzlich wurden lineare Anpassungen
für die ersten vier Messpunkte eingezeichnet, um den Lichtkompensationspunkt (Schnitt-
punkt mit der X-Achse) bestimmen zu können.
Es musste ausgeschlossen werden, dass die Unterschiede in der Lichtkurve auf ein unter-
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schiedliches Verhalten des Photosystems und damit der Elektronentransportrate (ETR)
der beiden Pﬂanzenarten zurückzuführen ist. Hierfür wurde parallel zur obigen Messung
auch die Fluoreszenz als Reaktion auf das eingestrahlte Licht des Pﬂanzenmaterials be-
stimmt und darüber die Quantenausbeute und die ETR bestimmt. Die Quantenausbeute
beschreibt hierbei das Verhältnis von emittierten Photonen zu absorbierten Photonen.
Diese wird aus den Fluoreszenzwerten berechnet. Die Elektronentransportrate des Photo-
syntheseapparates wird aus der Quantenausbeute und der PAR ermittelt. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 3.5 (auf der nächsten Seite) dargestellt. Die Werte von Quantenaus-
beute und ETR unterscheiden sich nicht signiﬁkant in einem t-Test.
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Abbildung (3.5) Quantenausbeute und Elektronentransportrate
Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils drei Pﬂanzen von C. gynandra und C. spino-
sa mit Standardabweichung. Quantenausbeute (linke Y-Achse) aufgetragen gegen PAR,
Mittelwerte mit Standardabweichung von C. gynandra (Cg QA) und C. spinosa (Cs QA).
Die ETR (rechte Y-Achse) aufgetragen gegen PAR, Mittelwerte mit Standardabweichung
von C. gynandra (Cg ETR) und C. spinosa (Cs ETR). Es wurden keine signiﬁkanten
Unterschiede von Quantenausbeute und ETR zwischen den Pﬂanzen in einem two-tailed
t-Test festgestellt.
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3.2.2 Veränderung der Assimilationsrate bei Erhöhung der
CO2-Konzentration im Außenmedium
Um die Reaktion der Pﬂanzen auf eine Veränderung der CO2-Konzentration unter licht-
sättigenden Bedingungen (1500 µmol m-2 s-1 Photonen) zu testen, wurde die Konzentra-
tion des CO2 in der Messküvette variiert. Auf diese Weise sollte die Auswirkung einer sich
verändernden CO2-Konzentration auf die Assimilationsrate beobachtet werden. Um die
C3- und C4-Pﬂanzen vergleichen zu können, wurde die CO2-Konzentration im Außenme-
dium (Ca) als Messgröße verwendet. Die Auftragung der Daten ist in Abbildung 3.6 (auf
der folgenden Seite) zu sehen. Bei C. gynandra tritt bei ca. 500 ppm eine Sättigung der
Assimilationsrate ein. Bei C. spinosa tritt eine Sättigung frühestens bei ca. 1250 ppm
ein. Beide Pﬂanzen haben bei 750 ppm eine vergleichbare Assimilationsrate. Zwischen 70
und 390 ppm zeigt die C. gynandra eine statistisch signiﬁkante Erhöhung von AN. Die-
se spricht für das Vorliegen einer C4-Photosynthese bei dieser Pﬂanzenart im Vergleich
mit der C3-Pﬂanze C. spinosa. Ein Fit der Kurven mit einer angepassten Mitscherlich-
Gleichung (Algorithmus 2 auf Seite 32) ergab die in Tabelle 3.2 auf Seite 32 aufgeführten
Werte. Bei der Erstellung der Kurvenanpassung wurden jeweils die Werte jedes der drei
Messungen berücksichtigt.
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Abbildung (3.6) Veränderung der Assimilationsrate (A) von C. gynandra und
C. spinosa bei Veränderung der CO2-Konzentration
Veränderung der Assimilationsrate (A) bei Veränderung der CO2 Konzentration außerhalb
des Blattes (Ca) und konstanter Photonenstromdichte (1500 µmol m-2 s-1 PPFD). Die am-
biente CO2 Konzentration (390 ppm) wurde als rot gestrichelte Linie eingezeichnet. Signiﬁ-
kante Unterschiede wurde nach einem two-tailed t-Test in der Graﬁk markiert (* = p < 0,05;
** = p < 0,01; *** = p < 0,001).
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AN = Amax ∗
(
1− e−Aqe∗(PPF−CCP )
)
Algorithmus (2) Angepasste Mitscherlich Gleichung
Gleichung zur Anpassung an ökophysiologische Antwortkurven. Hierbei wird durch Anpas-
sung an die Gaswechseldaten die lichtgesättigte maximale Assimilationsrate (Amax), der
lineare Anstieg der die schnelle Reaktion der Netto Assimilationsrate (AN) bei niedrigen
PAR wiedergibt (Aqe) sowie der CO2-Kompensationspunkt (CCP) ermittelt. Sowohl AN als
auch der photosynthetischer Photonenﬂuss (PPF) sind aus den Datensätzen gegeben.
Hierbei zeigt sich, dass Amax (die maximale Assimilationsrate) und Aqe (Steigung der
linearisierten Mitscherlich-Gleichung, welche die Rate wiedergibt die die Erhöhung der
Photosynthese mit Erhöhung der CO2 Konzentration entspricht) nicht statistisch signi-
ﬁkant unterschiedlich waren. Der CO2-Kompensationspunkt (CCP) zeigt hingegen einen
hoch signiﬁkanten Unterschied (p < 0,001). Der CCP beschreibt die CO2-Konzentration
im Außenmedium bei der die Assimilationsrate null beträgt. Der CCP beträgt bei C. spi-
nosa das 1,8-fache des von C. gynandra. Letztere kann somit bereits bei niedrigen CO2-
Konzentration im Außenmedium CO2-Assimilation bei hohen Lichtintensitäten betrei-
ben. Der Unterschied im CCP spricht für eine Charakterisierung von C. gynandra als
C4-Pﬂanze.
Pﬂanze Amax ± SD Aqe ± SD CCP ± SD
C. gynandra 18,91 ± 0,53 7,27e-3 ± 0,76e-3 78,53 ± 5,04 ***
C. spinosa 21,89 ± 0,75 2,48e-3 ± 0,68e-3 138,63 ± 5,86
Tabelle (3.2) Parameter der Kurvenanpassung mit der Mitscherlich Gleichung
Die Auswertung der Auftragung (Veränderung der Assimilationsrate bei Veränderung der
CO2-Konzentration) ergab die gesättigte Rate der CO2 Aufnahme (Amax). Aqe steht für
die Steigung der linearisierten Mitscherlich-Gleichung. Diese gibt die Rate wieder die der
Erhöhung der Photosynthese mit Erhöhung der CO2 Konzentration entspricht. Der Schnitt-
punkt mit der X-Achse gibt den CO2-Kompensationspunkt (CCP) bei einem sättigenden
Lichteinstrom (1500 µmol m-2 s-1 Photonen) wieder. Statistische Signiﬁkanz nach two-tailed
t-Test (*** = p < 0,001).
Um die Eﬀekte einer hohen CO2-Konzentration im Außenmedium auf beide Arten zu
untersuchen, wurde ein weiterer Messaufbau gewählt. Entsprechend der Lichtkurve mit
390 ppm CO2 (Abbildung 3.3 auf Seite 25) wurde die Assimilationsrate bei sich verän-
dernden Lichtintensitäten gemessen. Allerdings wurde nun die dem Blatt zur Verfügung
stehende CO2-Konzentration im Außenmedium auf 750 ppm eingestellt. Beide Pﬂanzen
zeigten nun ein vergleichbares Verhalten. Wobei C. spinosa nun eine mit C. gynandra ver-
gleichbare Netto-Assimilationsrate aufwies (Abbildung 3.7 (auf der folgenden Seite)). Bei
C. gynandra kommt es, verglichen mit ambienten CO2-Konzentrationen, jedoch zu einer
vergleichbar geringeren Erhöhung in der Netto-Assimilationsrate. Der Vorteil des Aufkon-
zentrierungsmechanismus, den eine C4-Photosynthese gegenüber einer C3-Photosynthese
bei niedrigen CO2-Konzentrationen aufweist, wird bei hohen CO2-Konzentrationen im
Außenmedium nivelliert. Bei einer Signiﬁkanzberechnung mit dem two-tailed t-Test wa-
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ren zwischen den Pﬂanzen keine signiﬁkanten Unterschiede feststellbar. Die Nullhypothe-
se, dass die beiden Pﬂanzen bei der vorliegenden Behandlung nicht unterschiedlich sind,
wurde somit nicht widerlegt.
Abbildung (3.7) Lichtkurve von C. gynandra und C. spinosa bei 750 ppm CO2
Dargestellt ist die Auftragung der Assimilationsrate gegen PAR bei 750 ppm CO2 im
Außenmedium. Es wurde kein signiﬁkanter Unterschied der Assimilationsrate zwischen den
Pﬂanzen in einem two-tailed t-Test festgestellt.
3.2.3 Zwischenergebnis
Die Gaswechseldaten von C. gynandra zeigen im Vergleich zu denen von C. spinosa ein
Verhalten, das man von einer C4-Pﬂanze verglichen mit einer C3-Pﬂanze erwarten wür-
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de. Die vorliegende Gaswechselanalytik bestätigt insoweit Ergebnisse in der Literatur
(Bräutigam et al. (2011); Marshall et al. (2007)). Die C. gynandra weißt höhere Assimi-
lationsraten bei höheren Messlichtintensitäten auf. Eine Sättigung der Assimilationsrate
konnte im Gegensatz zu C. spinosa nicht beobachtet werden. Der höhere Lichtkompensa-
tionspunkt sowie der niedrigere CO2-Kompensationspunkt sind ebenfalls Belege für ein
C4-Photosynthese typisches Verhalten von C. gynandra. Das beide Pﬂanzen bei 750 ppm
CO2 und ansteigenden Lichtintensitäten ein ähnliches Verhalten zeigen, ist ein Beleg da-
für, dass ein Vorteil von C. gynandra bei der Assimilation von CO2 nur bei niedrigen
CO2-Konzentrationen gegeben ist.
Die beobachteten Unterschiede sind auf unterschiedlichen Photosynthesetypen der
Pﬂanzen zurückzuführen welche neben morphologischen Unterschieden auf einer anderen
Enzymausstattung der Pﬂanzen beruht. Weiterhin ist bedingt durch die morphologischen
Unterschiede ein Unterschied in der Ausstattung mit Membranproteinen sehr wahrschein-
lich. Die NADP-ME-C4-Photosynthese beruht in einem System aus Mesophyll- und Bün-
delscheidenzellen darauf, dass Kohlenstoﬀkörper die verschiedenen Membranen der bei-
den Zellen und ihrer Organellen überqueren müssen. Hierbei können im Falle des CO2
Aquaporine eine Rolle spielen. Da geklärt werden soll, ob Aquaporine eine spezielle Rolle
in der C4-Photosynthese spielen, muss deren Expression in beiden Pﬂanzen vergleichend
untersucht werden.
3.3 Expressionslevel der Transkripte von CgPIP1;2 und
CsPIP1;2
3.3.1 Quantitativer Northern Blot
Ziel war es zu untersuchen, ob Aquaporine ein wesentlicher Teil der C4-Photosynthese
sind. So wurde gezeigt, dass das sowohl die Überexpression als auch eine Reduktion der
Transkripte von Aquaporinen wie AtPIP1;2 oder NtAQP1 zu einer entsprechenden Ver-
änderung der Assimilationsraten in den entsprechenden C3-Pﬂanzen (A. thaliana und
N. tabacum) führte. Das Ausschalten der Funktionalität von AtPIP1;2 führt zu einem
veränderten Aufnahmeverhalten der Pﬂanzen von CO2 (Uehlein et al. (2012)). Um nun
die Rolle der Aquaporine in der C4-Photosynthese aufzuklären sollte verglichen werden,
ob sich die Expression in den beiden untersuchten Pﬂanzen unterscheidet. Es wurde in
der Literatur (Bräutigam et al. (2011)) beschrieben, dass die Transkriptmenge von Cg-
PIP1;2 20-fach erhöht ist im Verleich zu CsPIP1;2. Dies wurde durch die Auswertung
von 454-Sequenzierungsdatensätzen von cDNA aus 56-Tage alten Pﬂanzen bestimmt.
Um dies experimentell zu bestätigen, wurde zur Durchführung eines quantitativen Nor-
thern Blots die Gesamt-RNS (dt.: Ribonucleinsäure; eng.: ribonucleic acid, RNA) aus
8 Wochen alten C. gynandra und C. spinosa isoliert. Die entsprechenden Sequenzinfor-
mationen und cDNA (eng.: complementary DNA, dt.: komplementäre DNS) wurden von
A. Weber (Universität Düsseldorf) zur Verfügung gestellt und durch Sequenzierung be-
stätigt. Eine Kreuzreaktion der Sonden wurden in einem Vorversuch ausgeschlossen. Nach
Durchführung des Northern Blots wurden die Grauwerte der Banden des Northern Blots
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quantiﬁziert. Hierbei ergab sich ein Signal von CsPIP1;2 das 9 % im Vergleich zum Signal
von CgPIP1;2 betrug (siehe Abbildung 3.8). Mittels Histogramm wurde überprüft, ob
die Signale sich ausreichend von den Grauwerten des Hintergrundes in Vergleichsﬂächen
abhoben.
Abbildung (3.8) Northern-Blot auf Gesamt-RNS von C. gynandra und C. spi-
nosa
(A) Gesamt-RNS aus C. gynandra (rechts) und C. spinosa (links). (B) Northern Blot
mit Gesamt-RNS von C. gynandra (rechts) und C. spinosa (links). Als Marker wur-
de ein Digoxygenin-markierter RNS Marker von Roche (RNA molekular weight marker
I, digoxigenin-labeled (0,3 - 6,9 kb)) verwendet. Die detektierten Banden sind durch je-
weils einen hellblauen Kasten im Blot markiert. (C) Die Grauwerte der Bandenstärken im
Northern-Blots auf CgPIP1;2 und CsPIP1;2 wurden mittels ImageJ quantiﬁziert. Die Werte
wurden normiert und CgPIP1;2 wurde 100 % zugewiesen.
3.3.2 Nukleotid-Sequenzähnlichkeit der Aquaporine
Es musste ausgeschlossen werden, dass es bei dem Northern Blot zu einer Kreuzreaktion
der Sonden kommt. Um die Bindung der Sonden an die Sequenzen der jeweils anderen
Spezies abzuschätzen, wurde mittels des Programms ClustalX (Larkin et al. (2007)) die
Sequenzähnlichkeit auf Nukleotidebene bestimmt. Es ergab sich eine 90.2 %-ige Identi-
tät der 861 Nukleotid (Nt) langen Sequenzen. Die Sequenzähnlichkeit von nur 90,2 %
erklärt die in Vorversuchen nicht auftretende Kreuzreaktion zwischen den verwendeten
Sonden von CgPIP1;2 und CsPIP1;2. Im Weiteren wurde davon ausgegangen, dass die
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Grauwerte proportional zur Expression der entsprechenden Boten RNS (eng.: Messenger
RNA, mRNA) sind.
36
CgPIP1;2 ATGGAAGGCAAGGAAGAAGATGTTAGAGTGGGAGCTAACAAGTTCCCGGAGAGACAACCG
CsPIP1;2 ATGGAAGGGAAGGAAGAAGACGTGAGAGTGGGAGCGAACAAGTTCCCGGAGAGACAACCG
******** *********** ** *********** ************************
CgPIP1;2 ATCGGAACATCGGCGCAAACGGATAAGGACTACAAGGAACCGCCGCCGGCGCCGTTGTTC
CsPIP1;2 ATCGGGACATCGGCGCAGACGGACAAGGACTACAAGGAGCCGCCGCCGGCGCCGCTGTTC
***** *********** ***** ************** *************** *****
CgPIP1;2 GAGCCCGGCGAGCTTTCGTCGTGGTCGTTCTGGAGAGCGGGAATCGCAGAGTTCATCGCC
CsPIP1;2 GAGCCAGGCGAGCTGTCCTCGTGGTCGTTCTGGAGGGGCGGATCGCTGAGTTCATAGCC
***** ******** ** ***************** *********** ******** ***
CgPIP1;2 ACTTTCCTCTTCCTATACGTCACTATATTGACAGTTATGGGTGTTAAAAGGTCTCCGAGC
CsPIP1;2 ACTTTCCTCTTTCTCTACATCACCGTCCTGACCGTCATGGGCGTCAAAAGGTCTCCGAGC
*********** ** *** **** * **** ** ***** ** ***************
CgPIP1;2 ATGTGTGCCTCCGTTGGAATCCAAGGTATCGCTTGGGCCTTTGGTGGAATGATCTTTGCC
CsPIP1;2 ATGTGTGCCTCCGTTGGAATCCAAGGCATCGCTTGGGCCTTCGGCGGTATGATCTTTGCC
************************** ************** ** ** ************
CgPIP1;2 CTCGTCTACTGCACCGCCGGTATCTCTGGTGGACACATCAACCCGGCAGTCACTTTCGGT
CsPIP1;2 CTCGTCTACTGCACCGCTGGTATCTCCGGTGGACACATCAACCCGGCCGTGACCTTCGGA
***************** ******** ******************** ** ** *****
CgPIP1;2 CTGTTCTTAGCCCGGAAGCTGTCGCTAACCAGAGCCGTGTACTACATGGTGATGCAATGC
CsPIP1;2 CTGTTCTTGGCCAGGAAGCTGTCGCTCACCAGAGCCGTGTACTACATGGTGATGCAATGC
******** *** ************* *********************************
CgPIP1;2 TTGGGAGCCATCTGTGGTGCCGGTGTGGTGAAGGGATTCCAGTCATCACAGTACCAGAGT
CsPIP1;2 TTGGGAGCCATCTGTGGTGCAGGTGTGGTCAAGGGGTTCCAGCCGTCGCAGTACCAGATT
******************** ******** ***** ****** * ** ********** *
CgPIP1;2 CTGGGTGGTGGAGCCAACACCGTGAACCATGGTTACACCAAGGGTGATGGTCTTGGCGCT
CsPIP1;2 CAGGGCGGTGGGGCCAACACCGTGAACCATGGCTACACCAAGGGTGACGGCCTTGGCGCT
* *** ***** ******************** ************** ** *********
CgPIP1;2 GAGATTGTTGGCACCTTTGTCCTTGTTTACACCGTCTTCTCTGCTACTGACGCCAAGAGA
CsPIP1;2 GAGATCATCGGCACCTTTGTCCTCGTTTACACCGTCTTCTCTGCCACTGACGCTAAGAGA
***** * ************** ******************** ******** ******
CgPIP1;2 AGCGCCCGTGATTCTCACGTTCCCATCCTGGCACCACTCCCAATTGGATTCGCAGTGTTC
CsPIP1;2 AGCGCCCGTGACTCTCACGTCCCTATTCTGGCGCCACTCCCAATTGGGTTCGCAGTGTTC
*********** ******** ** ** ***** ************** ************
CgPIP1;2 TTGGTTCACCTGGCGACCATCCCCATCACCGGCACAGGCATCAACCCTGCCAGAAGTCTA
CsPIP1;2 TTGGTTCACCTGGCGACCATCCCCATCACAGGAACAGGCATCAACCCGGCCAGAAGTCTT
***************************** ** ************** ***********
CgPIP1;2 GGAGCTGCAATCATATACAACAAGGACCACGCCTGGGATGACCACTGGATCTTCTGGGTT
CsPIP1;2 GGAGCCGCAATCATCTACAACAAGGACCATGCCTGGGACGACCATTGGATCTTCTGGGTT
***** ******** ************** ******** ***** ***************
CgPIP1;2 GGACCCTTCATTGGTGCTGCCCTTGCTGCTCTCTACCACCAAGTTGTGATCAGAGCCATT
CsPIP1;2 GGACCATTCATCGGAGCTGCACTTGCTGCTCTTTACCACCAGGTGGTCATCAGAGCCATC
***** ***** ** ***** *********** ******** ** ** ***********
CgPIP1;2 CCTTTCAAGAGCAGTAGCTGA
CsPIP1;2 CCCTTCAAGAGCAGCAGCTGA
** *********** ******
Abbildung (3.9) Nukleotid-Sequenzähnlichkeit von CgPIP1;2 und CsPIP1;2
Ein Alignment mit ClustalX ergab bei 861 Nukleotiden eine 90,2 %-ige Sequenzähnlichkeit
von CgPIP1;2 und CsPIP1;2.
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3.3.3 Zwischenergebnis
Es konnte bestätigt werden, dass eine unterschiedliche Expression der Aquaporine in den
verschiedenen Cleome bei einem Alter von 8 Wochen gegeben ist.
Da eine unterschiedliche Expression gegeben ist, sollten die Aquaporine auf Amino-
säureebene betrachtet werden, um weitere Unterschiede auch auf dieser Ebene zu iden-
tiﬁzieren.
3.4 Analyse der Unterschiede in der Aminosäuresequenz
Da sich die Transkriptmenge von CgPIP1;2 und CsPIP1;2 unterscheidet, und beide Pﬂan-
zenarten Unterschiede in der Art der Photosynthese aufweisen, wurden die Aquaporine
auf Aminosäureebene verglichen. Es musste die Frage geklärt werden, ob es sich bei Cg-
PIP1;2 und CsPIP1;2, um homologe Aquaporine handelt und worin die Unterschiede
zwischen den beiden bestehen.
Als Ansatzpunkt, um Unterschiede zwischen CgPIP1;2 und CsPIP1;2 zu betrachten,
diente die Aminosäuresequenz (AS-Sequenz) der beiden Gene. Beide Sequenzen wurden
gegeneinander mit dem Programm Lalign (Huang und Miller (1991)) abgeglichen (sie-
he Abbildung 3.10 (auf der folgenden Seite)) und die Unterschiede in der Sequenz in
Tabelle 3.3 (auf der nächsten Seite) festgehalten. Die Sequenzen weisen eine 97,9 %-ige
Identität in den 286 Aminosäuren auf (bei einem E-Wert von 2.6e-184). Dies spricht für
eine Homologie der Proteine.
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CgPIP2 MEGKEEDVRVGANKFPERQPIGTSAQTDKDYKEPPPAPLFEPGELSSWSFWRAGIAEFIA
::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
CsPIP1 MEGKEEDVRVGANKFPERQPIGTSAQTDKDYKEPPPAPLFEPGELSSWSFWRAGIAEFIA
10 20 30 40 50 60
70 80 90 100 110 120
CgPIP2 TFLFLYVTILTVMGVKRSPSMCASVGIQGIAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHINPAVTFG
::::::.:.:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
CsPIP1 TFLFLYITVLTVMGVKRSPSMCASVGIQGIAWAFGGMIFALVYCTAGISGGHINPAVTFG
70 80 90 100 110 120
130 140 150 160 170 180
CgPIP2 LFLARKLSLTRAVYYMVMQCLGAICGAGVVKGFQSSQYQSLGGGANTVNHGYTKGDGLGA
:::::::::::::::::::::::::::::::::: :::: :::::::::::::::::::
CsPIP1 LFLARKLSLTRAVYYMVMQCLGAICGAGVVKGFQPSQYQIQGGGANTVNHGYTKGDGLGA
130 140 150 160 170 180
190 200 210 220 230 240
CgPIP2 EIVGTFVLVYTVFSATDAKRSARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARSL
::.:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
CsPIP1 EIIGTFVLVYTVFSATDAKRSARDSHVPILAPLPIGFAVFLVHLATIPITGTGINPARSL
190 200 210 220 230 240
250 260 270 280
CgPIP2 GAAIIYNKDHAWDDHWIFWVGPFIGAALAALYHQVVIRAIPFKSSS
::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
CsPIP1 GAAIIYNKDHAWDDHWIFWVGPFIGAALAALYHQVVIRAIPFKSSS
250 260 270 280
Abbildung (3.10) Lalign der Aminosäuresequenz von CgPIP1;2 und CsPIP1;2
Vergleich der AS-Sequenz von CgPIP1;2 und CsPIP1;2 mittels des Programms Lalign Un-
terschiede in der Sequenz sind rot hervorgehoben.
Position CgPIP1;2 CsPIP1;2
67 Valin (V) Isoleucin (I)
69 Isoleucin (I) Valin (V)
155 Serin (S) Prolin (P)
160 Serin (S) Isoleucin (I)
161 Leucin (L) Glutamin (Q)
183 Valin (V) Isoleucin (I)
Tabelle (3.3) Position und Unterschiede in der Aminosäuresequenz von C. gy-
nandra und C. spinosa
Postion und Unterschiede in der Aminosäuresequenz zwischen CgPIP1;2 und CsPIP1;2.
Um die Positionierung der Unterschiede in der Sekundärstruktur der Membranproteine
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zu analysieren, wurde eine Molekülmodellierung mit dem Programm SOSUI (Hirokawa
et al. (1998)) durchgeführt. Auf diese Weise sollte analysiert werden wo sich die Unter-
schiede in der Sequenz innerhalb der Sekundärstruktur der Membranproteine beﬁnden.
Man sieht 3 Positionen: In Helix 1 an Position 67 und 69, in Schleife C an Position 155, 160
und 161 sowie in Helix 4 an Position 183.
Abbildung (3.11) Sekundärstruktur CgPIP1;2 und CsPIP1;2
Sekundärstruktur von CgPIP1;2 (rechts) und CsPIP1;2 (links). Die Unterschiede in der
AS-Sequenz sind durch rote Ausfüllungen gekennzeichnet. Die Graﬁk wurde mittels SOSUI
(Hirokawa et al. (1998)) erstellt und für eine bessere Übersichtlichkeit modiﬁziert.
Um eine mögliche Auswirkung der Sequenzunterschiede in der Tertiärstruktur analy-
sieren zu können, wurde eine Molekülmodellierung mit SWISS-MODEL (Schwede et al.
(2003); Arnold et al. (2006); Guex und Peitsch (1997)) vorgenommen. Dies diente auch
dazu die räumliche Positionen der Sequenzunterschiede vorauszusagen. Die entsprechen-
den *.pdb Dateien wurden mit dem Programm PyMol visualisiert und bearbeitet.
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Abbildung (3.12) Tertiär-Struktur CgPIP1;2 und CsPIP1;2
Molekülmodelierung von CgPIP1;2 und CsPIP1;2 mit SWISS-MODEL. Die unterschiedlichen Aminosäuren in der Sequenz sind in
der Comicdarstellung markiert. Hierbei ist die lokale Moleküloberﬂäche, beeinﬂusst durch die entsprechende Aminosäure, durch ein
Gitternetz verdeutlicht. Darstellung mit PyMol.
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3.4.1 Zwischenergebnis
Die Sequenzunterschiede zwischen CgPIP1;2 und CsPIP1;2 betragen 6 von 286 Ami-
nosäuren (2,1 %). Die Sequenzunterschiede an Position 67, 69 und 183 beﬁnden sich in
Transmembranhelices und könnten eine Rolle bei der Tetramerisierung durch unterschied-
liche räumliche Ausdehnung spielen, da insbesondere Valin und Isoleucin gegeneinander
ausgetauscht werden.
Die im extrazellulären Bereich liegenden Aminosäuren sind bei C. gynandra mit S155
und S160 zwei polare und mit L161 eine unpolare Aminosäure. C. spinosa besitzt hinge-
gen mit P155 und I160 zwei unpolare und mit Q161 eine polare Aminosäure. Falls sich
ein funktioneller Unterschied zwischen CgPIP1;2 und CsPIP1;2 aus der unterschiedlichen
Aminosäuresequenz ergibt, wären diese Aminosäuren potentielle Ziele einer entsprechen-
den Betrachtung. Um nun die Funktion der Aquaporine innerhalb der Zelle aufzuklären,
wurden diese im heterologen Expressionssystem Hefe untersucht.
3.5 Funktionelle Analyse der Aquaporine
Um die Funktion der Moleküle losgelöst von ihrem pﬂanzlichen Ursprungssystem unter-
suchen zu können, wurden sie im heterologen Expressionssystem Hefe mittels Stopped-
Flow Spektrophotometrie und Spektroﬂuorometrie auf Ihre wahrscheinliche Funktion
untersucht. Um die Selektivität der Proteine zu überprüfen sollten sie auf eine mögli-
che Wasserleitfähigkeit untersucht werden. Wegen der Sequenzhomologie zu AtPIP1;2
und dessen dokumentierten Funktion (Heckwolf (2010)) als ein Protein, dass die CO2-
Diﬀusion über die Membran erleichtert, sollten die Aquaporine auch auf diese Funktion
hin untersucht werden. Als Ausgangspunkt für eine funktionelle Analyse von CgPIP1;2
und CsPIP1;2 dienten cDNA-Klone von A. Weber (Universität Düsseldorf). Diese wurden
in Hefe-Expressionsvektoren in S. cerevisiae transﬁziert.
3.5.1 Einﬂuss von CgPIP1;2 und CsPIP1;2 auf die Wasserleitfähigkeit
Um eine mögliche Funktion der Aquaporine beim Transport von Wasser zu klären, wur-
den die transﬁzierten Hefen protoplastiert und in einem hoch-osmotischen Medium mit
einem niedrig-osmotischen Medium in einer Stopped-Flow gemischt. Hierbei wird die
Veränderung des Streulichts an den Protoplasten in einem festen Winkel aufgezeichnet.
Durch das Anschwellen der Protoplasten kommt es zu einer Reduktion des gemessenen
Lichts am Detektor. Durch Osmose und entsprechend dem Wasserpotential nehmen die
Hefen Wasser auf. Protoplasten, die Proteine exprimierten die den Wassereinstrom er-
leichtern, zeigen hierbei ein schnelleres Anschwellverhalten als die uninduzierte Kontrolle.
Als Kontrollkonstrukt wurde das bereits als Wasser-leitendes Aquaporin charakterisierte
NtPIP2;1 verwendet. Hefen die CgPIP1;2 und CsPIP1;2 exprimierten, zeigten ein Ver-
halten vergleichbar mit der uninduzierten Kontrolle. In Abbildung 3.13 auf Seite 44 sind
die Mittelwertskurven von drei Messungen abgebildet. Aus dem Verlauf der Kurve ließ
sich mittels einer Anpassung an den Algorithmus 3 auf Seite 45 die Konstante der Re-
aktionskinetik (k) bestimmen. Damit konnte nun die Osmotische Wasserpermeabilität
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(osmotic water permeability, Pf) mit dem Algorithmus 4 auf Seite 45 bestimmt werden
(wie in van Heeswijk und van Os (1986)). In Abbildung 3.14 auf Seite 46 sowie in Ta-
belle 3.4 auf Seite 47 ist zu sehen, dass die Pf-Werte von Hefeprotoplasten mit CgPIP1;2
und CsPIP1;2 auf dem Niveau der uninduzierten Kontrolle sind. Während die Kontrolle
mit NtPIP2;1 einen ca. 5-fach höheren Wert aufweist. Daraus wurde geschlossen, dass
die Proteine die Diﬀusion des Wassers in die Hefeprotoplasten nicht erleichtern.
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Abbildung (3.13) Schwellungskinetiken in Hefeprotoplasten
Schwellungskinetiken von Hefeprotoplasten mit unterschiedlich exprimierten Aquaporinen.
Kurven wurden für eine bessere Vergleichbarkeit genullt und normiert sowie Schaltartefakte
entfernt. Dargestellt sind die Mittelwertskurven von NtPIP2;1, CgPIP1;2 und CsPIP1;2 mit
exemplarischen Standardabweichungen. Als Kontrolle für eine Hefemembran ohne Aquapo-
rine wurden Hefen verwendet bei denen die Expression von NtPIP2;1 nicht induziert wurde
(NtPIP2;1 unind.).
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f(t) = c ∗ e−k∗t
Algorithmus (3) Exponentieller Fit zur Ermittlung Reaktionskonstante in
Stopped-Flow-Messungen
Mittels der gezeigten Formel wurde eine Kurvenanpassung an den Kinetiken durchgeführt.
Die Amplitude (c) war durch die Normierung konstant, während die Reaktionskonstante (k)
über den zeitlichen Verlauf (t) über Interpolation berechnet wurden.
Pf = k ∗ V0
S0 ∗ VW ∗ cO−I
Algorithmus (4) Formel für die Osmotische Wasserpermeabilität (Pf)
Die Bestimmung der osmotischen Wasserpermeabilität (Pf= osmotic water permeability;
[cm s-1]) erfolgte nach der Formel von van Heeswijk und van Os (1986). Hierbei wurde
das molare Volumen von Wasser (VW), das Volumen der Protoplasten (V0) sowie deren
Oberﬂäche (S0), sowie die Diﬀerenz der Konzentration der osmotisch wirksamen Teilchen
zwischen Innen- und Außenmedium (cO-I) zur Berechnung verwendet.
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Abbildung (3.14) Osmotische Wasserpermeabilität für H2O
Die berechneten Werte für die osmotische Wasserpermeabilität (Pf). Als Vergleich für He-
fen ohne heterolog exprimierte Aquaporine wurde das uninduzierte NtPIP2;1 (Kontrolle)
eingesetzt. Als Kontrolle für die Funktion als wasserleitendes Protein wurde NtPIP2;1 einge-
setzt. Sowohl die uninduzierte Kontrolle als auch CgPIP1;2 und CsPIP1;2 zeigten jeweils
einen signiﬁkanten Unterschied bezogen auf NtPIP2;1. Es wurde jeweils ein two-tailed t-Test
bezogen auf die Kontrolle (NtPIP2;1) durchgeführt (*** = p < 0,001).
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Konstrukt Pf (cm s
-1) ± SD
NtPIP2;1 uninduziert (Kontrolle) 3,21e-04 ± 1,50e-04 ***
NtPIP2;1 1,40e-03 ± 1,74e-04
CgPIP1;2 2,04e-04 ± 7,93e-05 ***
CsPIP1;2 2,57e-04 ± 2,48e-05 ***
Tabelle (3.4) Osmotische Wasserpermeabilität (Pf)
Wiedergegeben sind die Durchschnittswerte für die osmotische Wasserpermeabilität (Pf )
mit Standardabweichung (SD) aus dem H2O Assay von Hefeprotoplasten. Es wurde jeweils
ein two-tailed t-Test bezogen auf die Kontrolle (NtPIP2;1) durchgeführt (*** = p < 0,001).
3.5.2 Einﬂuss von CgPIP1;2 und CsPIP1;2 auf die CO2-Leitfähigkeit
Wegen der hohen Ähnlichkeit zu bekannten CO2-Transport vermittelnden Aquaporinen
wurde überprüft inwieweit CgPIP1;2 und CsPIP1;2 die Diﬀusion für CO2 über die Mem-
bran erleichtern. Hierzu wurden die Aquaporine in Hefeexpressionsvektoren in Hefe trans-
ﬁziert. Damit nicht der Umsatz von CO2 zu Kohlensäure, sondern die Diﬀusion von CO2
über die Membran der geschwindigkeitsbestimmende Schritt war, wurden die Aquapo-
rine mit Carboanhydrase aus Tabak (Heckwolf (2010)) in den Hefen coexpremiert. Die
Überexpression der Carboanhydrase sollte für eine schnelle Umsetzung des Hydrogencar-
bonats zu CO2 sorgen. Die Hefen wurden zur Messung mit Fluoresceindiacetat (FDA)
inkubiert, um eine entsprechende Beladung mit dem Farbstoﬀ zu erreichen. Danach
wurden die Hefen mittels Stopped-Flow Spektroﬂuorometrie vermessen. Dabei wird sie
mit einem CO2-haltigem Puﬀer gemischt. Das CO2 diﬀundiert über die Membran und
wird zu Kohlensäure umgesetzt. Die Kohlensäure zerfällt weiter in Hydrogencarbonat
und Protonen. Die freiwerdenden H+ sorgen beim pH-sensitiven FDA zu einer Verände-
rung der Quantenausbeute des Fluoreszeins (Slavik (1982, 1983)), dies wird durch das
Spektroﬂuorometer detektiert. Der Einstrom des CO2 wird indirekt durch die Verände-
rung des Fluoreszenzsignals aufgezeichnet. Um das Verhalten der Hefen ohne funktionales
Aquaporin zu zeigen, wurde ein Teilstück von NtPIP2;1, bestehend aus 3 Helices, mit der
Carboanhydrase zusammen exprimiert (wie in Heckwolf (2010)), im Weiteren NtPIP2;1
3-Helix genannt.
In Abbildung 3.15 auf Seite 49 sind die Durchschnittswerte von jeweils 3 Messungen
(bestehend aus jeweils 20 Einzelkinetiken) zu sehen. Die Messungen wurden jeweils ge-
nullt und normiert, um eine Messamplituden-unabhängige Darstellung zu gewährleisten.
Hierbei zeigten Hefen, die CgPIP1;2 oder CsPIP1;2 exprimierten, einen stärkeren Abfall
des Signals in kürzerer Zeit verglichen mit NtPIP2;1 3-Helix. Ein vergleichbares Ver-
halten zeigte NtAQP1, ein Aquaporin, das als ein die CO2-Leitfähigkeit erleichterndes
Protein beschrieben wurde (Uehlein et al. (2003)). Die Messkurven wurden entsprechend
an den Algorithmus 3 auf Seite 45 angepasst, um wiederum die Reaktionskonstante (k)
zu bestimmen. Damit konnte der Permeablilitätskoeﬃzient für CO2 (PCO2) der Plas-
mamembran der S. cerevisiae bestimmt werden. Hierbei wurde der Algorithmus 5 auf
Seite 50 zugrunde gelegt. Die in Abbildung 3.16 auf Seite 51 dargestellten PCO2Werte sind
in Tabelle 3.5 auf Seite 52 nochmals zusammengefasst und ergeben einen Anhaltspunkt
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der möglichen Funktion der Aquaporine in der Pﬂanze. Hefen mit CgPIP1;2 weisen mit
einem PCO2 von 1,18e-05 ± 1,29e-06 cm s
-1 ebenso wie CsPIP1;2 mit einem PCO2 von
1,28e-05 ± 2,93e-07 cm s-1 einen mit NtAQP1 (1,16e-05 ± 1,47e-07 cm s-1) vergleichbar
hohen Wert auf. Diese Werte sind jeweils verglichen mit der Kontrolle (NtPIP2;1 3-Helix)
(mit einem Wert von 3,62e-07 ± 2,03e-08 cm s-1) signiﬁkant erhöht (two-tailed t-Test,
p < 0,001). Die beiden Aquaporine der Cleome scheinen die Diﬀusion von CO2 im hete-
rologen Expressionssystem Hefe zu erleichtern (Vergleiche Abbildung 3.16 auf Seite 51).
Eine entsprechende Funktion in der Pﬂanze ist wahrscheinlich, da sich die Funktion der
Aquaporine im nativen und heterologen Expressionssystem nicht unterscheiden sollten.
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Abbildung (3.15) Fluoreszenzkinetik in Hefen
Es wurde ein Fluoreszein-Assay mit Hefen durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerts-
kurven von jeweils drei Messungen mit exemplarischen Standardabweichungen. Aufgetra-
gen ist das Fluoreszenzsignal über die Zeit. Die Kurven wurden genullt und normiert. Als
Kontrolle für eine Hefe ohne CO2-Diﬀusions-vermittelndes Protein wurde NtPIP2;1 3-Helix
(Kontrolle) eingesetzt.
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PCO2 = k ∗
10(pHf−pKa)
(S0Vo )
Algorithmus (5) Formel für den Permeabilitätskoeﬃzient für CO2 (PCO2)
Die Berechnung des Permeabilitätskoeﬃzienten für CO2 (PCO2 [*cm *s
-1]) benutzt das Vo-
lumen der Hefezelle (VO) sowie deren Oberﬂäche (SO), den pKavon Kohlensäure und den
pH im Inneren der Hefezellen (pHf) (Formel nach Yang et al. (2000)).
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Abbildung (3.16) Permeabliltätskoeﬃzienten für CO2 (PCO2) in Hefezellen
Die berechneten Werte für den Permeabliltätskoeﬃzienten für CO2. Als Kontrolle für eine
Membranprotein ohne CO2-leitende Funktion diente NtPIP2;1 3-Helix, der verglichen mit
NtAQP1 eine signiﬁkant verringerte Leitfähigkeit aufweist. Bezogen jeweils auf NtPIP2;1 3-
Helix waren die Unterschiede von CgPIP1;2 und CsPIP1;2 auch signiﬁkant erhöht in einem
two-tailed t-Test (*** = p < 0,001).
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Konstrukt PCO2 (cm s
-1) ± SD
NtPIP2;1 3-Helix 3,62e-07 ± 2,03e-08
NtAQP1 1,16e-05 ± 1,47e-07 ***
CgPIP1;2 1,18e-05 ± 1,29e-06 ***
CsPIP1;2 1,28e-05 ± 2,93e-07 ***
Tabelle (3.5) Permeabilitätskoeﬃzient für CO2 (PCO2)
Wiedergegeben sind die Durchschnittswerte und Standard Abweichung (SD) für den Per-
meabilitätskoeﬃzient für CO2 (PCO2) mit Standardabweichung aus den Stopped-Flow-
Messungen mittels eines Fluoreszein Assays. Eine signiﬁkante Erhöhung bezogen auf Nt-
PIP2;1 3-Helix nach einem two-tailed t-Test ist gegeben (*** = p < 0,001).
3.5.3 Zwischenergebnis
Die Aquaporine CgPIP1;2 sowie CsPIP1;2 führten in Hefen zu keiner Veränderung der
Leitfähigkeit für Wasser. Eine Funktion, die qualitativ auf eine Erleichterung der Diﬀu-
sion von CO2 durch die Zellmembran hindeutet wurde hingegen beobachtet. Von einer
entsprechende Funktion in der Pﬂanze kann ausgegangen werden. Um die Funktion des
Aquaporins CgPIP1;2 in der C4-Photosynthese weiter aufzuklären, ist es notwendig auch
deren Lokalisation innerhalb der Zelle zu ermitteln.
3.6 Lokalisation von CgPIP1;2 mittels ﬂuoreszierendem
Fusionsprotein
3.6.1 Transﬁzierung von Zwiebelschuppenzellen
Um einen Anhaltspunkt für die Funktion von CgPIP1;2 zu gewinnen, sollte deren Lo-
kalisation innerhalb der Zelle bestimmt werden. Dafür sollte das Aquaporin mit einem
ﬂuoreszierenden Protein markiert und damit Pﬂanzenzellen transﬁziert werden. Hierfür
wurde eine C-terminale Fusion mit mGFP gewählt. Als Versuchsobjekt wurde wegen der
einfacheren Handhabbarkeit Zwiebelschuppenzellen gewählt. Diese wurden mittels Bioli-
stic Bombardement transﬁziert. Als Kontrolle für eine erfolgreiche Transﬁzierung wurde
cytosolisches GFP verwendet. Mittels Konfokalem Laser Scanning Mikroskop wurde
das Pﬂanzenmaterial auf transformierte Zellen hin untersucht. Wie in Abbildung 3.17
(auf der folgenden Seite) zu sehen gibt es ein Signal, das mit der Region der Zellwand, an
der sich die Plasmamembran beﬁndet, kolokalisiert. Das Signal beschränkt sich hierbei
(bis auf wahrscheinliche Invaginationen) auf den äußeren Bereich der Zelle. Im Gegensatz
hierzu wiesen Zellen, die mit dem cytosolischen GFP transformiert wurden, eine örtlich
weniger begrenztes Signal auf. Zwiebelschuppenzellen beschossen mit Wolframpartikeln
ohne Plasmid-DNA zeigten kein entsprechendes Emissions-Signal im Bereich von λ = 515
bis 560 nm. Diese Befunde können als erster Anhaltspunkt für eine mögliche Lokalisation
von CgPIP1;2 in der Plasmamembran gesehen werden.
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Abbildung (3.17) Lokalisation in Zwiebelschuppenzellen
Lokalisation von GFP-markiertem CgPIP1;2 in Zwiebelschuppenzellen. (Von links nach
rechts) Emissionsspektrum von λ = 515 - 560 nm, Durchlicht und Übereinanderlagerung
beider Bilder. (Oben) Zwiebelschuppenzellen transformiert mit pCAMBIA1302. (Unten)
Zwiebelschuppenzellen transformiert mit pMDC83_CgPIP::mGFP.
3.6.2 Zwischenergebnis
Die Aquaporine weisen eine gleiche Funktion im heterologen Expressionsmodell auf. Wei-
terhin ist eine Lokalisation des Aquaporins in der Plasmamembran der C4 Pﬂanze wahr-
scheinlich. Dennoch konnte eine unterschiedlich starke Expression in den Pﬂanzen fest-
gestellt werden. Um nun der Funktion von CgPIP1;2 auf den Grund zu gehen, sollte er-
mittelt werden, wie eine reduzierte Expression des Aquaporins sich innerhalb der Pﬂanze
auswirkt.
3.7 Virus Induced Gene Silencing mit TRV
Um die Funktion von CgPIP1;2 in der C4-Photosynthese von C. gynandra aufzuklären,
sollte ermittelt werden wie sich eine reduzierte Expression auf die Photosynthese der
Pﬂanze auswirkt.
Mittels Virus Induced Gene Silencing (VIGS) sollte ein knock-down der PIP1;2
durchgeführt werden und die Auswirkung dieses knock-downs mittels Gaswechselmes-
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sungen analysiert werden. Der knock-down führt zu einer zielgerichteten Verringerung
speziﬁscher Transkripte und damit zu einer Verringerung des Genproduktes. Bei einem
VIGS mittels des Tobacco rattle virus (TRV) werden Pﬂanzen mit zwei Sequenzen des
TRV inﬁziert. Dieser löst einen RNS-Interferenz (eng.: RNAi) Eﬀekt in der Pﬂanze aus.
Die RNAi-Eﬀekt beruht auf der Wechselwirkung kurzer Stränge von RNS mit einem En-
zymkomplex und der Boten-RNS (eng.: messenger RNA, mRNA). Die kurzen Stränge
der RNS vermitteln eine Basenpaarkomplementarität zum Zieltranskript, so dass nur die
komplementäre mRNA abgebaut wird. Das entsprechende Ziel-Gen wird hierfür in den
entsprechenden Vektor eingebracht. Die Sequenzen des TRV sind pTRV1 und pTRV2.
Diese liegen jeweils in einem T-DNA (eng.: Transfer-DNA) Vektor vor. Während pTRV1
eine RNS-abhängige RNS Polymerase sowie ein Bewegungs-Protein trägt, enthält pTRV2
das Hüllprotein sowie einen Polylinker (eng.: Multiple Cloning Site, MCS), in die die her-
abzuregulierende Sequenz kloniert wurde. Beide Sequenzabschnitte sind ﬂankiert von der
linken und der rechten Begrenzung der T-DNA was zu einer Agrobakterien mediierten
Inserierung der pTRV1 & 2 in das Genom der Wirtspﬂanze führen soll.
Für die Durchführung des Experimentes waren folgende Bedingungen zu erfüllen: Der
VIGS Eﬀekt durch den TRV musste erfolgreich in Cleome angewandt werden können
und dies musste einfach nachzuweisen sein. Weiterhin dürften speziﬁsch nur die Cg-
PIP1;2 sowie CsPIP1;2 herabreguliert werden und keine anderen Funktionen der Pﬂanze
beeinträchtigt werden.
Insbesondere musste das grundsätzliche Funktionieren des knock-downs mittels VIGS
in den Cleome möglich sein. Hierfür war ein entsprechender Nachweis notwendig. Um
dieses Erfordernis zu erfüllen, waren bioinformatische Arbeiten mit den Sequenzdaten
der beiden Pﬂanzen erforderlich.
3.7.1 Bioinformatische Arbeiten
3.7.1.1 Erstellen eines Transkriptoms
Für die Durchführung des VIGS war es notwendig als Kontrolle für das Funktionieren
der Infektion einen knock-down eines Transkriptes durchzuführen, der zu einem leicht
zu erkennenden Phänotypen führt. So kann das grundsätzliche Funktionieren des VIGS
mittels der pTRV1 & 2 in C. gynandra und C. spinosa getestet werden. Es wurde die
Phytoendesaturase gewählt da deren knock-down in Tomate (Albert (2005)) sowie in
Nicotiana benthamina zu einer Verhinderung der Karotinoidbiosynthese und damit zu
einer klar erkennbaren Bleichung von Blättern und Sprossteilen führt. Hierfür war jedoch
die Kenntnis der Sequenzen der in Cleome vorhandenen Phytoendesaturasen notwendig.
Ebenso war es notwendig ihre Expressionslevel zu kennen falls mehrere Sequenzen gefun-
den wurden. Diese Sequenzen sowie deren Abundanz waren jedoch zu diesem Zeitpunkt
nicht bekannt. Erhältlich waren als Ausgangsdaten 454-Sequenzierungen von cDNA aus
C. gynandra und C. spinosa. Aus diesen Datensätzen mussten also die Sequenzen von
Phytoendesaturasen identiﬁziert sowie deren Häuﬁgkeit bestimmt werden.
Die 454-Sequenzierungen lagen bei NCBI als *.sra Dateien vor. Diese Dateien wurden
mittels des SRA Toolkits in *.fastq Dateien umgewandelt um sie editierbar zu machen.
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Die für die 454-Sequenzierung notwendigen Adaptersequenzen am 5'-Ende der Sequenzie-
rungen aus dem fastq-Datensätzen wurden identiﬁziert und mittels eines BASH-Skriptes
entfernt. Da bei einer 454-Sequenzierung die Signale individueller Vertiefungen auf dem
Chip ausgewertet werden, mussten die Sequenzen überprüft und Sequenzbereiche mit
unzureichender Qualität entfernt werden. Eine entsprechende Überprüfung wurde mit
dem Programm fastqc durchgeführt. Die Sequenzen wurden zugeschnitten so dass nur
Sequenzbereiche mit hohen Qualitätswerten (mit einem Median des Phred Quality sco-
res > 30) für die Folgeschritte verwendet wurden. Die Sequenzen wurden auf eine Länge
von 229 Bp ausgehend vom 5'-Ende gekürzt, um Sequenzbereiche mit niedriger Qualität
zu entfernen.
Abbildung (3.18) FASTQC Ausgabe Beispiel
Beispiel für die Überprüfung der Qualität (Quality scores) der Sequenzen vor und nach der
Bearbeitung. (Links) Qualitätswerte der Sequenzdaten vor der Bereinigung. (Rechts) Qua-
litätswerte nach der Bereinigung. Aufgetragen gegen die Qualitätswerte sind die Positionen
der Basen innerhalb einer Sequenz.
Für die weitere Bearbeitung wurden die *.fastq mit dem Programm fastq_to_fasta zu
*.fasta Datensätze umgewandelt. Die Sequenzdaten wiesen nach der Überarbeitung die in
Tabelle 3.6 ausgewiesenen Eigenschaften auf. Das weitere Vorgehen ist in Abbildung 3.19
auf Seite 59 schematisch dargestellt.
454-Seq. Vor
Bereinigung
Nach
Bereinigung
No.
Sequenzen
Max. Länge
C. gynandra 108.3 MBp 56.2 MBp 254.561 229 (Bp)
C. spinosa 84.6 MBp 40.3 MBp 183.064 229 (Bp)
Tabelle (3.6) 454-Sequenzierung nach Bereinigung
Der Umfang der 454-Sequenzierungen (454-Seq.) vor und nach den Bereinigungsschritten (in
Millionen Basenpaare (MBp)). Wiedergegeben ist die Ausgangssequenzierung, die Gesamt-
Zahl der Basen vor und nach der Bereinigung, die Anzahl der Sequenzen nach der Bereini-
gung sowie die maximale Länge der Sequenzen nach der Bereinigung.
Aus den bereinigten Sequenzen wurde mittels des Programms Trinity ein Transkrip-
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tom aus den überlappenden Sequenzen erstellt. Als Referenz zum mappen der Sequen-
zen wurde das Genom von Arabidopsis thaliana (entsprechend Bräutigam et al. (2011))
verwendet. Hierbei wurden 12455 Sequenzen beim C. gynandra Datensatz und 7770 Se-
quenzen beim C. spinosa Datensatz erstellt.
3.7.1.2 BlastX
Ausgehend von den Trinity-Datensätzen sollten nun Sequenzen, die eine Phytoendesatu-
rase kodieren, identiﬁziert werden. Hierfür wurde ein automatisierter BlastX gegen alle
Sequenzen des Transkriptoms genutzt um allen Sequenzen bereits bekannte, homologe
Proteine zuzuordnen. Bei einem BlastX wird ein Vergleich der translatierten Nukleotid-
sequenz zu bekannten Proteinsequenzen in der NCBI-Datenbank durchführt. Der BlastX
wurde gewählt, um die möglichen korrespondierenden Proteine zu den Sequenzen im
Transkriptom zu ermitteln. Hierzu wurde mittels eines BASH-Skriptes ein automatisier-
ter BlastX der Transkriptomsequenzen gegen die Proteindatenbank durchgeführt. Um
Proteine mit einer geringen Ähnlichkeit auszuschließen und, um unnötige Metadaten zu
entfernen, wurde das Ergebnis des BlastX mittels eines Pythonskriptes aufbereitet. Das
Ergebnis war eine Datenbank mit Sequenzen des Transkriptoms mit Ähnlichkeit zu be-
kannten Aminosäure-Sequenzen mit einem mindest E-Value. Es wurden die 10 Sequenzen
mit den niedrigsten E-Values aber mit einem Höchstwert von 0,05 zusammengeführt. Na-
hezu jeder Sequenz aus dem Transkriptomdatensatz wurden damit jeweils zehn homologe
Proteine zugeordnet.
Transkriptom Sequenzen Identiﬁzierte Seq. nicht identiﬁzierte Seq.
C. gynandra 12455 12229 226
C. spinosa 7770 7695 75
Tabelle (3.7) Sequenzen nach BlastX
Anzahl der Sequenzen die als Eingabe in den BlastX dienten. Dies entspricht der durch
Trinity erzeugten Sequenzen. Weiterhin die Anzahl der beim BlastX identiﬁzierten und nicht
identiﬁzierten Sequenzen.
3.7.1.3 BlastN des Transkriptoms gegen AthPDS3 Sequenz
Um nun Sequenzen von Phytoendesaturasen aus dem Transkriptom die bei einem BlastX
keine ausreichende Ähnlichkeit zu bekannten Proteinsequenzen aufwiesen, sollte ein Ver-
gleich auf Nukleotidebene durchgeführt werden. Hierzu wurden die Sequenz der berei-
nigten 454-Sequenzierung gegen die Sequenz von AthPDS geblastet. Durch die Zugehö-
rigkeit beider Gattungen zur Ordnung der Brassicales waren Sequenzähnlichkeiten auf
Nukleotidebene zwischen den Phytoendesaturasen zu erwarten. Auf diese Weise erhielt
man Contigs mit einer mindest Sequenzähnlichkeit auf Nukleotidebene (E-Value < 0,01).
Identiﬁzierte Contig-Sequenzen dienten zur Identiﬁkation von Sequenzen im assemblier-
ten Transkriptom.
Hierzu wurden die voraussichtlichen PDS Contigs gegen das assemblierte Transkriptom
geblastet. Da die Contigs kürzer waren als die Sequenzen im assemblierten Transkrip-
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tom konnten nun Sequenzen identiﬁziert werden, die nur eine teilweise Ähnlichkeit mit
AthPDS aufweisen, jedoch dennoch eine PDS kodieren.
Die gefundenen Sequenzen wurden danach mittels BlastX dahingehend untersucht ob
sie eine PDS kodieren. Es wurden nur Sequenzen mit einem E-Value < 0,01 berücksich-
tigt.
3.7.1.4 Isolation von Phytoendesaturase (PDS) Sequenzen
In dem durch den BlastX resultierenden Datensatz wurden alle Sequenzen die eine phyo-
toene desaturase kodierten identiﬁziert und gegen alle Sequenzen die sich durch den
BlastN ergaben abgeglichen. Als Phyotoendesaturasen wurden die in Tabelle 12.3 auf-
geführten Sequenzen gefunden. Die gefundenen Sequenzen von C. gynandra wurden an
überlappenden Abschnitten assembliert. Bei C. spinosa wurde nur eine Sequenz ermit-
telt. Diese Sequenzen dienten als Ausgangspunkt für die Folgeexperimente.
3.7.1.5 Quantiﬁzierung PDS Sequenzen
Die Quantiﬁzierung der gefundenen Sequenzen erfolgte mittels Pythonskript. Die Häuﬁg-
keit der reads (also die durch die Sequenzierung ermittelten Sequenzen) in der Sequen-
zierungsdatei die an die Sequenzen der PDS binden, wurden diese mittels Pythonskrip-
tes quantiﬁziert. Hierbei wurden sie normiert auf Anzahl pro Millionen bzw. als Anzahl
pro Millionen und Länge in Basenpaaren (als reads pro Millionen reads bzw. reads pro
Millionen reads pro Länge (Bp)). Hierfür wurden die Sequenzen der bereinigten Sequen-
zierungsdatei gegen die CDS der Phytoendesaturasen mittels BlastN abgeglichen und
die Sequenzen mit dem niedrigsten E-Value von maximal 0,01 der entsprechenden PDS-
Sequenz zugeordnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12.3 aufgeführt.
Organismus Sequenzen No.
Treﬀer in
454- Seq.
Länge
(Nt)
Treﬀer/
Million
Reads
Treﬀer/
(Mio.R.*
Länge)
C. gynandra comp4034_c0_seq1 108 1517 424,3 0,3
comp4034_c0_seq2 150 811 589,2 0,7
comp4273_c0_seq1 1113 691 4372,2 6,3
comp4273_c0_seq2 841 582 3303,7 5,7
comp6050_c0_seq1 205 309 805,3 2,6
C. spinosa comp4826_c0_seq1 1423 696 7773,2 11,2
Tabelle (3.8) Quantiﬁzierung der PDS-Sequenzen
Sequenzen die als Phytoendesaturase aus den 454-Sequenzierungen identiﬁziert wurden.
Aufgeführt sind die Sequenzen, ihre Anzahl im Transkriptom, ihre Länge in Nukleotiden, ihr
relatives Vorkommen bezogen auf 1 Millionen Reads und ihr relatives Vorkommen bezogen
auf 1 Millionen Reads und normiert auf ihrer Länge.
Das Gesamte Vorgehen ist in Abbildung 3.19 auf Seite 59 schematisch dargestellt. Aus-
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gangspunkt der Bearbeitung war die Adapter und Qualitäts bereinigte 454-Sequenzierung
(1). Diese wurde mittels Trinity zur Erstellung längerer Contigs (2) assembliert. Die
Contigs wurden mittels BlastX bekannten Proteinen zugeordnet (3). Aus der Liste der
Proteine wurden nun alle Nukleotidsequenzen die eine Phytoendesaturase codieren iso-
liert (4). Auf diese Weise wurden Sequenzen identiﬁziert die bekannten PDS-Sequenzen
entsprachen. Um nun auch Sequenzen zu identiﬁzieren die durch die Filtermechanis-
men (1 - 4) durchfallen, wurde die 454-Sequenzierungsdaten in einem BlastN gegen die
Sequenz von AthPDS alignt (5) und entsprechende Sequenzen isoliert. Diese wurden
gegen den Trinitydatensatz alignt, um längere Sequenzabschnitte zu isolieren die auf Nu-
kleotidebene keine hohe Ähnlichkeit zu AthPDS besitzen (6). Die jeweils identiﬁzierten
PDS Sequenzen wurden quantiﬁziert und auf überlappende Sequenzen hin untersucht
(4 und 6), um die zur Klonierung verwendete CgPDS Sequenz zu erstellen (7). Analog
hierzu wurden die Sequenz von CsPDS isoliert.
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Abbildung (3.19) Bioinformatisches Vorgehen zur Identiﬁzierung von CgPDS
(1) Adapter- und Qualitätsbereinigte 454-Sequenzierung, (2) Transcriptom (erstellt mit
Trinity), (3) Homologe Proteine (mit BlastX), (4) Isolation von Phytoene Desaturase Se-
quenzen, (5) Contigs die homolog zu Pyhtoene Desaturase Sequenzen zu A. thaliana sind
(mit BlastN), (6) Sequenzen im Transcriptom mit Ähnlichkeit zu kürzeren Contigs, (7)
Quantiﬁzierung, Alignment, Assemblierung von CgPDS Sequenzen. Beige farbige Kästen
kennzeichnen Sequenzen. Blaue Kästen kennzeichnen Bearbeitungsschritte mit Programmen.
3.7.1.6 PDS Sequenz und ungewollte Nebenreaktionen
Die für den VIGS-Eﬀekt zu verwendenden Sequenzen sollten einer Herabregulierung der
Zielsequenzen dienen. Sie sollten jedoch nicht die Expression anderer Gene beeinträch-
tigen. Da für einen RNAi Eﬀekt mittels VIGS mindestens ein 21  23 Nt langer Ab-
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schnitt vorliegen muss, wurde die Sequenz der PDS mittels Pythonskript in alle mögli-
chen 21-mere unterteilt und als Datenbank verwendet, um einen entsprechenden BLAST
gegen die Trinity Datenbank vorzunehmen. Auf diese Weise sollten Sequenzabschnitte
identiﬁziert werden die auf Nukleotidebene eine 100-%-ige Sequenzabdeckung über alle
verschiedenen PDS-CDS aufweist und somit möglichst viele Sequenzen bei einem RNAi-
Eﬀekt abdecken sollte.
Weiterhin sollte ausgeschlossen werden, dass die 21-mere sequenzidentisch mit andere
Sequenzen sein könnten. Dies hätte zu einem ungewollten Eﬀekt auf diese Sequenzen
geführt, was ausgeschlossen werden sollte. Bei dem BLAST wurden nur Sequenzen iden-
tiﬁziert die zu der verwendeten PDS-Sequenz gehörten. Ein ungewollter Nebeneﬀekt des
VIGS auf andere Transkripte war somit ausgeschlossen.
3.7.1.7 Zwischenergebnis
Aus 454-Sequenzierungsdaten konnten mittels verschiedener bioinformatischer Arbeits-
schritte die Sequenzen von CgPDS und CsPDS isoliert und quantiﬁziert werden. Diese
dienten in Folgeexperimenten zur Isolierung der korrespondierenden DNS Sequenz aus
Pﬂanzenmaterial.
3.7.2 Klonierung von CgPDS und CsPDS
Um CgPDS und CsPDS zu isolieren wurde eine PCR (eng.: Polymerase Chain Reakti-
on, dt.: Polymerasekettenreaktion) auf auf cDNA von 28 Tage alten C. gynandra bzw.
C. spinosa durchgeführt (Abbildung 3.20 A auf Seite 61). Die PCR-Fragmente wurden
mittels TA-Klonierung in den Vektor pDrive einkloniert und danach mit PCR mit M13
Primern ampliﬁziert und die PDS-Sequenz durch Sequenzierung bestätigt. Die Sequenz
entsprach der durch die bioinformatischen Methoden bestimmten Sequenz. Ein BlastX
der Sequenzierung ergab beispielhaft eine 92 % Identität mit der Phytoendesaturase aus
Brassica rapa sowie eine 96 % Identität zur PDS-3 aus Arabidopsis thaliana. Eine Klo-
nierung in pTRV2 mittels KpnI und XhoI (Abbildung 3.20 B) wurde durchgeführt und
pTRV2_CgPDS und pTRV2_CsPDS in Agrobacterium tumefaciens (Stamm: LBA4404)
kloniert. Es erfolgte der Nachweis der Transformation der Agrobakterien über PCR (Ab-
bildung 3.20 C).
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Abbildung (3.20) Klonierung von CgPDS und CsPDS
(A) PCR auf cDNA von C. gynandra (Cg) und C. spinosa (Cs). Als Marker wurde Hy-
perladder I (Bioline) verwendet. (B) Restriktionsabbau von pTRV2_CgPDS (Cg) und
pTRV2_CsPDS (Cs). Es wurde das unabgebaute Plasmid (U) sowie der Abbau mit KpnI
(K), mit XhoI (X) sowie mit beiden Enzymen (KX) aufgetragen. Als Marker wurde Hy-
perladder I (Bioline) verwendet. (C) Kolonie-PCR auf jeweils zwei Agrobakterienkolonien
die mit pTRV2_CgPDS (Cg (1 & 2)) sowie pTRV2_CsPDS (Cs (3 & 4)) transformiert
wurden. Parallel wurde eine technische Kontrolle mit pTRV2_CgPDS in E. coli (+) sowie
ohne DNA (-) durchgeführt. Als Marker wurde Hyperladder I (Bioline) verwendet.
3.7.3 VIGS Durchführung
Das VIGS wurde durch Injektion von Agrobakterien-Lösung mit den entsprechenden
Konstrukten ausgelöst. Der VIGS-Eﬀekt nach 0, 14 und 28 Tagen auf die Pﬂanzen ist
in Abbildung 3.21 (auf der folgenden Seite) zu sehen. Während sich die N. benthamiana
Kontrollpﬂanze mit pTRV2_NbPDS wie erwartet in bereits bestehenden und neu ent-
stehenden Blättern entfärbt, zeigt die Kontrollpﬂanze N. benthamiana mit einem pTRV2
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ohne Phytoendesaturasesequenz keine Entfärbung.
Bei keiner der Cleome Pﬂanzen konnte eine Entfärbung festgestellt werden, die auf
einen knock-down der PDS in Cleome schließen ließe.
Abbildung (3.21) VIGS Eﬀekt
VIGS Eﬀekt auf 21 Tage alte Pﬂanzen; Spalten von links nach rechts: Nach 0, 14,
28 Tagen; Zeilen von oben nach unten: N. benthamiana mit pTRV2_NbPDS sowie
mit pTRV1; N. benthamiana ohne pTRV2_NbPDS aber mit pTRV1; C. gynandra mit
pTRV2_CgPDS sowie mit pTRV1.
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3.7.4 VIGS Nachweis
Um einen Nachweis zu erbringen ob sich pTRV1 & 2 zur Infektion in C. gynandra eig-
nen, sollte die Verbreitung des Virenerbgutes innerhalb der Pﬂanzen überprüft werden.
Obwohl kein Eﬀekt auf die PDS durch das VIGS optisch wahrnehmbar war, müsste
bei einer erfolgreichen Infektion die Verbreitung der Viren in neu entstandenen Blättern
nachzuweisen sein. Es wurde Pﬂanzenmaterial von den verwendeten Pﬂanzen gesammelt.
Am Tag 28 wurden Proben von den Cleome Pﬂanzen genommen (siehe Abbildung 3.22),
gepoolt und RNS isoliert. Als Kontrolle wurde RNS von der N. benthamiana, die mit
pTRV1 sowie pTRV2_NbPDS inﬁziert wurde und eine Entfärbung zeigte, verwendet.
Mittels der RNS wurde durch reverser Transkriptase und Oligo-dT Primern Einzelstrang-
cDNA erstellt, die zum Nachweis dienen sollte. Von diesen Pﬂanzen wurden nur die oberen
Blätter verwendet die erst zwischen Tag 14 und 28 neu entstanden waren. Dadurch soll-
te gewährleistet werden, dass ein Nachweis nur mit neu entstandenem Pﬂanzengewebe
erfolgte welches nicht mit den transformierten Agrobakterien in Berührung gekommen
war.
Abbildung (3.22) Isolation von Pﬂanzenmaterial
Die Isolation von Pﬂanzenmaterial erfolgte am 28. Tag nach der Infektion mit A. tume-
faciens. Hierzu wurden alle Blätter die nach dem 14. Tag neu entstanden waren (Oben),
dann die Blätter die seit der Infektion bis zum 14. Tag entstanden (Mitte), sowie zuletzt alle
Blätter die bei der Infektion bereits vorhanden waren (Unten) isoliert. Die Blätter wurden
sofort in ﬂüssiges Stickstoﬀ gegeben und bei -80 °C bis zu ihrer Verwendung gelagert.
Um zu überprüfen ob es zu einer Verbreitung des TRV innerhalb der Pﬂanze gekom-
men war, sollte die Anwesenheit des pTRV durch Nachweis von RNS1 überprüft werden.
Da der TRV ein Einzelstrang-RNS Virus ist, wurde RNS isoliert und mittels reverser
Transkriptase und oligo d(T)-Primern cDNA erstellt (wie in Liu et al. (2012)). Da sich
die TRV RNS1 (von pTRV1) unabhängig von RNS2 (auf pTRV2) repliziert und syste-
misch ausbreitet (Liu et al. (2002b)), sollte die Infektion anhand der Sequenz des auf
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RNS1 codierten movement protein nachgewiesen werden. Bei einem entsprechenden
Ausbleiben des Nachweises, wäre die Infektion durch den TRV nicht erfolgreich.
Da pTRV1 notwendige Bedingung für ein Funktionieren des VIGS Eﬀektes ist und
der TRV ein Einzelstrang-RNS Virus ist, wurde RNS isoliert und mittels reverser Tran-
skriptase und oligo d(T)-Primern cDNA erstellt (wie in Liu et al. (2012)). Da sich die
TRV RNS1 (von pTRV1) unabhängig von RNS2 (auf pTRV2) repliziert und systemisch
ausbreitet (Liu et al. (2002b)), sollte die Infektion anhand der Sequenz des auf RNS1
codierten movement protein nachgewiesen werden. Bei einem entsprechenden Ausblei-
ben des Nachweises, wäre die Infektion durch den TRV nicht erfolgreich. Hierzu wurde
mittels TRV1-speziﬁscher Primer (Liu et al. (2012)) eine PCR auf die, aus isolierter RNS
der Pﬂanzenproben erstellter cDNA, durchgeführt. Die Proben wurden mittels Gelelek-
trophorese aufgetrennt (Abbildung 3.23).
Abbildung (3.23) Nachweis von pTRV1
Agarose Gelelektrophorese, PCR mit Primern für die TRV1 Sequenzen. Als Template wurde
die cDNA aus RNS aus gepoolten Pﬂanzenmaterial verwendet. Als Marker wurde der Gene-
Ruler  DNA Ladder Mix, ready-to-use (Fermentas) (M) verwendet. Es wurde eine Kon-
trolle für das Funktionieren der PCR (+) sowie eine Kontrolle ohne DNA (-) durchgeführt.
Als Template wurde cDNA aus RNS der oberen Blättern der drei inﬁzierten N. benthamiana
(Nb) sowie cDNA aus RNS von Blättern von zehn inﬁzierten C. gynandra Pﬂanzen (C)
verwendet. Bei den Proben von Cleome wurden die unteren mit Agrobakterien inﬁzierten
Blättern (u), mittlere Blätter die nicht inﬁziert wurden und bis Tag 14 gewachsen waren (m)
sowie obere Blätter die erst nach Tag 14 der Infektion neu gewachsen waren (o) verwendet.
3.7.5 Zwischenergebnis
In den oberen Blätter der N. benthamiana konnte das Vorhandensein von des auf pTRV1
kodierten movement protein nachgewiesen werden. Ebenso war ein Nachweis möglich
in den unteren Blätter der C. gynandra die mit mit pTRV1 und pTRV2_CgPDS in-
okuliert worden waren. In den mittleren und oberen Blätter der C. gynandra konnte die
Sequenz jedoch nicht nachgewiesen werden. Eine Infektion mit TRV scheint in Cleome
gynandra nicht möglich zu sein. Der Nachweis in den unteren Blättern ist wohl auf die
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dort vorhandenen Agrobakterien zurückzuführen. Möglicherweise liegt zwar mRNA des
movement proteins vor, jedoch konnte keine Ausbreitung des Virus und damit kein
VIGS nachgewiesen werden.
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4 Diskussion
Die Photosynthese stellt einen zentralen Prozess in Pﬂanzen dar. Ziel der Arbeit war, das
Aquaporin CgPIP1;2 zu charakterisieren und die Rolle, die dieses Protein möglicherweise
in der C4-Photosynthese von C. gynandra spielt, aufzuklären. Hierzu sollte auch der Ver-
gleich zum homologen Aquaporin CsPIP1;2 aus C. spinosa (einer C3-Pﬂanze) dienen. Es
mussten diverse Fragen und Vorbedingungen, die sich in diesem Zusammenhang stellen,
gelöst werden.
4.1 Kultivierung von Cleome gynandra
Eine erfolgreiche Samenkeimung von C. gynandra war Vorbedingung für eine Reihe von
Experimenten. Insbesondere mussten Bedingungen ermittelt werden, die zu einer repro-
duzierbaren und hohen Keimungsrate führen. Mehrere Versuche, die Samen, bei verschie-
densten Bedingungen, direkt auf Erde auszusähen waren bis dahin nicht erfolgreich. Wie
in Abbildung 3.1 auf Seite 21 (Graﬁk A) zu sehen, führt eine konstante Keimungstem-
peratur von 30 °C zu einer signiﬁkant erhöhten Keimungsrate (von 70 %) verglichen mit
einer Keimungstemperatur von 24 °C (30 %). Dies dürfte auf eine erhöhte Aktivität der
für die Samenkeimung verantwortlichen Enzyme durch die erhöhte Temperatur zurückzu-
führen sein. Wie von Ekpong (2009) gezeigt, hat eine 8-stündige Lichteinstrahlung keine
inhibitorische Wirkung auf die Samenkeimung. Da die Keimung im Dunkeln durchgeführt
wurde, ist sie damit unabhängig vom Vorliegen einer Lichteinstrahlung auf die Keimlinge.
Desweiteren sollte überprüft werden, ob eine Steigerung der Keimungsrate von frisch
geernteten Samenkapseln mittels Wärmevorbehandlung der Samen (bei 40 °C für 5 Tage)
möglich war. Hierbei sollte die von Ekpong (2009) beschriebene Dormanz der Samen, von
ein bis drei Monaten nach Ernte, durchbrochen werden. Auf diese Weise sollte die Zeit
zwischen den Generationen von Pﬂanzen verkürzt und ausreichend Samenmaterial für
Folgeexperimente erzeugt werden. Nach einer entsprechenden Wärmebehandlung sollte
die Samenkeimung frisch geernteter Samen (77 % bei Ekpong) verglichen mit unbehandel-
ten Samen (1,5 % bei Ekpong) deutlich erhöht sein. Eine entsprechende Erhöhung wurde
jedoch nicht beobachtet (Abbildung 3.1 auf Seite 21 Graﬁk (B)). Die Keimungsrate war
im Gegenteil bei der nicht behandelten Kontrolle signiﬁkant höher (84 % verglichen mit
20 % bei den nicht behandelten Samen). Eine Dormanz der Samen war bei Verwendung
frisch geernteter Samen nicht zu beobachten. Möglicherweise tritt die Dormanz bei einer
konstanten Keimungstemperatur von 30 °C nicht auf, da optimale Temperaturbedin-
gungen für die Keimungsenzyme geschaﬀen werden. Es ist zu berücksichtigen, dass bei
Ekpong (2009) die Keimungsbedingungen in der Ubon Ratchatani Provinz, Thailand,
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im November nachgestellt werden sollten. Also das Oszillieren der Temperatur und des
Lichteinfalls (20 °C, 16 h im Dunkeln, 30 °C, 8 h bei Licht). Die in dieser Arbeit ver-
wendeten Bedingungen sollten jedoch eine optimale Keimung unter Laborbedingungen
herstellen. Da die Samen mehrerer Samenkapseln gemischt und für beide Experimente
eingesetzt wurden, kann das Ausbleiben einer Dormanz nicht auf einen Unterschied im
Saatgut zurückzuführen sein.
Weiterhin scheint bei den gewählten Bedingungen eine Vorbehandlung die Keimungs-
eﬃzienz zu reduzieren (Samenkeimung behandelter Samen 20 %). Warum eine Vorbe-
handlung der Samen bei den verwendeten Keimungsbedingungen zu einem Abfall der
Keimungseﬃzienz führt ist schwer zu erklären. Möglicherweise spielen hierbei mehrere
noch unbekannte Faktoren eine Rolle, die in den verschiedenen experimentellen Rah-
menbedingungen zusammenwirken. Bei Ekpong (2009) führen auch Bedingungen wie ein
Wässern der Samen (dort: Keimungseﬃzienz 74 %) oder Stratiﬁzieren für einen Tag (dort:
Keimungseﬃzienz 65 %) zu einer Veränderung des Keimungsverhaltens frisch geernteter
Samen. Somit scheinen verschiedenste Bedingungen im Verhältnis zur unbehandelten
Kontrolle (dort: Keimungseﬃzienz 1,5 %) zu einer Veränderung im Keimungsverhalten
zu führen. Ob diese Behandlungen ursächlich für eine Veränderung im Keimungsverhal-
ten sind oder im Grunde nur die typische Keimungseﬃzienz bei der Verwendung frisch
geernteter Samen ist, wäre zu prüfen. Der Frage, ob Temperaturen höher als 50 °C zu
einer noch stärkeren Verringerung der Keimungseﬃzienz führen, wurde nicht nachgegan-
gen.
Da im vorliegenden Fall nur eine möglichst hohe Keimungseﬃzienz erreicht werden sollte,
wurde im Folgenden auf eine Vorbehandlung der Samen verzichtet.
Um zu überprüfen, ob eine direkte Anzucht der Samen auf MS-Agar möglich ist, wurde
Keimungsverhalten auf diesem Medium überprüft (Abbildung 3.1 auf Seite 21 Graﬁk C).
Dieser Versuch wurde parallel zum Versuch der Wärmevorbehandlung der Samen durch-
geführt. Die Keimungsraten waren mit 2 % (ohne Wärmebehandlung) und 4 % (mit
Wärmebehandlung) sehr gering. Da es bei Ekpong (2009) zu einer geringeren Keimungs-
eﬃzienz (Samenkeimung 20 % verglichen mit anderen Methoden) beim Vorhandensein
von KNO3 kam, wirkt sich dieses wohl negativ auf die Keimung aus. Der Frage, ob dies
ein direkter Eﬀekt des Kaliumnitrats ist oder nur eine pH-Sensitivität der Samen wieder-
spiegelt, wurde in dieser Arbeit nicht nachgegangen. Gekeimte Samen konnten problemlos
auf MS-Agar überführt und weiter kultiviert werden. Der Eﬀekt scheint sich somit auf die
Keimung zu beschränken. Eine Keimung direkt auf MS-Agar wurde wegen der geringen
Keimungseﬃzienz nicht weiter durchgeführt.
Durch Ermittlung günstiger Keimungsbedingungen sowie Anzuchtbedingungen, die ge-
sunde Pﬂanzen hervorbrachten, war die Grundlage für weitere experimentelle Betrach-
tungen der Cleome gelegt.
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4.2 Physiologische Charakterisierung von Cleome gynandra
und Cleome spinosa mittels Gaswechselanalyse
Um zu überprüfen, ob die Charakterisierung des Photosynthestyps von C. gynandra und
C. spinosa mittels biochemischer und histologischer Methoden (Bräutigam et al. (2011);
Marshall et al. (2007)) zutriﬀt, wurde über Gaswechsel eine entsprechende Charakte-
risierung durchgeführt. Eine Untersuchung von Marshall et al. (2007) beschränkte sich
bislang auf die Beschreibung des CO2-Kompensationspunktes sowie der Carboxylierungs-
Eﬃzienz. Diese Werte unterstützen den biochemischen und histologischen Befund das es
sich bei C. gynandra um eine C4- und bei C. spinosa um eine C3-Pﬂanze handelt. In der
vorliegenden Arbeit wurden die physiologische Reaktionen der Pﬂanzen, die im Vergleich
zueinander und auch für sich alleine eine entsprechende Zuweisung zulassen, untersucht.
Insbesondere sollten Bedingungen überprüft werden, bei denen der Vorteil einer mögli-
chen C4-Pﬂanze bei verschiedenen CO2-Konzentrationen befördert oder auch nivelliert
wird.
In Abhängigkeit von Lichtintensität und der CO2-Konzentration ändert sich die As-
similationsrate von CO2 der untersuchten Pﬂanzen. Die Erhöhung der Lichtintensität
führt dabei in der Regel zu einer Erhöhung der Assimilationsrate bis zu einem Maximal-
wert, danach kann eine inhibitorische Wirkung eintreten. Die Assimilationsrate ist hierbei
abhängig von Parametern, wie zum Beispiel der dem Aufbau und der Leistung des Pho-
tosyntheseapparates der Pﬂanze, Wasserhaushalt und Temperatur (Atwell et al. (1999)).
Bei einer vergleichenden Messung einer C3- und C4-Pﬂanze würde man bei ambienter
CO2-Konzentration für höhere Lichtintensitäten auch grundsätzlich eine höhere Assimi-
lationsrate der C4-Pﬂanze (verglichen mit der C3-Pﬂanze) erwarten. Dies entspricht der
vorliegenden Messung (Abbildung 3.3 auf Seite 25). Hier ist ab 500 bis 1500 µmol m-2 s-1
Photonen eine signiﬁkant höhere Assimilationsrate bei den untersuchten C. gynandra zu
beobachten. Die Assimilationsrate beträgt hierbei (ab 750 µmol m-2 s-1 Photonen) das
1,5- bis 1,7-fache verglichen mit den untersuchten C. spinosa.
Um vergleichbare Parameter der Messungen zu bestimmen, wurde eine Auswertung mit
der Mitscherlich Gleichung (Geleichung 1 auf Seite 26) verwendet. Diese Gleichung wird
benutzt, um die Reaktion der Pﬂanze auf Dünger in Beziehung zu setzen. Das Argument
dahinter ist, dass z.B. atmosphärisches CO2 (Potvin und Lechowicz (1990)) oder auch
Licht als Dünger in der Photosynthese dienen. Auf diese Weise werden ökophysiologi-
sche Antwortkurven auf Konzentrationsänderungen verschiedener Parameter entwickelt.
Aus den Antwortkurven lassen sich wiederum verschiedene Kennwerte für das entspre-
chende Experiment ermitteln. Eine Kurvenanpassung über die Mitscherlich Gleichung
ergab, dass der Maximalwert der Assimilation (Amax) der untersuchten C. gynandra 1,9-
fach höher als der von C. spinosa war. Die Werte von Amax, AQE und LCP waren nicht
signiﬁkant unterschiedlich. Dies ist wahrscheinlich auf die kleine Probengröße von jeweils
drei Pﬂanzen zurückzuführen. Insbesondere beim LCP wäre durch den geringen zu er-
wartenden Unterschied im absoluten Wert eine höhere Probenanzahl angeraten gewesen.
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Eine weitere Möglichkeit, den LCP zu ermitteln, ergibt sich durch das Anlegen einer
Regressionsgeraden. Hierbei wird im linearen Teil der Lichtkurve (im Bereich geringer
Messlichtintensität) der Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der X-Achse ermit-
telt. Dieser gibt den Wert wieder, bei dem das durch Atmung entstehende und bei der
Assimilation verbrauchte CO2 einander entsprechen. Die auf diese Weise ermittelten Wer-
te waren, mit der durch die Mitscherlich-Gleichung ermittelten Werte, vergleichbar. Der
LCP betrug bei C. spinosa 73,7 µmol m-2 s-1 nach Ermittlung des Schnittpunktes der Re-
gressionsgeraden. Nach Auswertung der Mitscherlich-Gleichung ergab sich ein Wert von
74,38 µmol m-2 s-1. Bei C. gynandra betrug der LCP nach Berechnung des Schnittpunktes
91,8 µmol m-2 s-1 und nach Auswertung der Mitscherlich-Gleichung 93,72 µmol m-2 s-1. In
beiden konnte kein signiﬁkanter Unterschied zwischen den Pﬂanzen festgestellt werden.
Dies kann sich, wie bereits beschrieben, aus einer zu geringe Probengröße bei einem in
Relation kleinen Unterschied im Durchschnittswert und einer grossen Varianz innerhalb
einer Probengruppe ergeben.
Alleine die signiﬁkant höheren Assimilationsraten der untersuchten C. gynandra im Be-
reich von 500 bis 1500 µmol m-2 s-1 Photonen spricht für eine Adaption dieser Pﬂanze
an Standorten mit hoher Lichintensität. Damit ist ein Merkmal einer C4-Pﬂanze bei den
untersuchten C. gynandra gegeben.
Es musste ausgeschlossen werden, dass die beobachteten Unterschiede zwischen den
Pﬂanzen auf - für eine Spezies - ungünstige Umweltbedingungen bei Anzucht und Mes-
sung beruhen. Hierfür sollten die bei den vorangegangenen Messungen parallel ermittelten
Werte für die Elektronentransportrate (ETR) sowie die Quantenausbeute (eng.: quantum
yield) zwischen den biologischen Replikaten der Pﬂanzen verglichen werden. Sollten diese
voneinander signiﬁkant abweichen, hätten diese Unterschiede in Quantenausbeute und
ETR auch Auswirkung auf die Assimilationsrate der Pﬂanzen. Wie in Abbildung 3.5 auf
Seite 29 zu sehen, ist die Lichtintensität jeweils aufgetragen gegen die Quantenausbeute
und die ETR für beide Pﬂanzenarten. Die Mittelwerte der Quantenausbeute und der
ETR weisen keinen signiﬁkanten Unterschied zwischen den untersuchten Pﬂanzen auf.
Dies legt nahe dass keine ungünstigen Umweltbedingungen bei Anzucht und Messungen
vorlagen, die zu einer Verzerrung der Messergebnisse führen.
Als weiteres Experiment wurden die Assimilationsraten bei konstanter Lichtintensi-
tät (1500 µmol m-2 s-1 Photonen) und variierender CO2-Konzentration bestimmt. Die
Messung der Assimilationsraten bei verschiedenen CO2-Konzentrationen führten zu ei-
nem signiﬁkanten Unterschied im Bereich von 70 ppm bis 375 ppm. Dies zeigt, dass
C. gynandra eine deutliche Anpassung an eine niedrige CO2-Verfügbarkeit aufweist. Bei
einer Auswertung der Werte, ermittelt durch Anpassung an die Mitscherlich-Gleichung,
zeigt sich ein hoch signiﬁkanter (p < 0,001, two-tailed t-Test) Unterschied im CO2-
Kompensationspunkt (CCP). Dieser signiﬁkante geringere CCP bei C. gynandra spricht
für deren Einordnung als Pﬂanze mit C4-Photosynthese.
Der lineare Teil der Kurvenanpassung (Der Auftragung von Ca gegen AN), dessen
Steigung durch Aqe gegeben ist, spiegelt in C4-Pﬂanzen die Carboxylierungseﬃzienz wie-
der (Marshall et al. (2007)). Diese Steigung ist üblicherweise größer, verglichen mit C3-
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Pﬂanzen, da bei physiologischem pH das HCO3- schneller durch die PEPC verarbeitet
wird als das CO2 durch Rubisco (Yin et al. (2011)). Der ermittelte Unterschied zwischen
den verwendeten Pﬂanzenarten war aber nach einem two-tailed t-Test (p = 0,055) nicht
signiﬁkant.
Um einen weiteren Beleg für eine Charakterisierung der Cleome mittels Gaswechsel
zu liefern, wurden Lichtkurven bei 750 ppm CO2 durchgeführt. Durch eine hohe CO2-
Konzentration von 750 ppm werden die Vorteile der C4-Pﬂanze aufgehoben. Bei dieser
Konzentration im Außenmedium ist Photorespiration bei den Cleome bei den gegebenen
Versuchsbedingungen nur zu einem sehr geringen Anteil gegeben. Bei einer Michaelis-
Menten Konstante der Rubisco für CO2 (KC) von 650 µbar sowie für O2 (KO) von
450 mbar (bei 25 °C) nach Sage et al. (1999) (Seite 184) wird die Rubisco bevorzugt CO2
als Substrat verwenden. Bei den hohen CO2-Konzentrationen von 750 ppm, die über
KC liegen, wird das CO2 nicht zum limitierenden Element für die Assimilationsrate und
die Rate der Photorespiration wird extrem verringet. Wenn die CO2-Konzentration nun
nicht mehr limitierend ist, wird der Vorteil, den der CO2-Konzentrierungsmechanismus
der C4-Photosynthese darstellt, kleiner bzw. nicht mehr gegeben sein. Es werden andere
Faktoren, wie das Funktionieren des Photosyntheseapparates oder eine Unterdrückung
der Photorespiration, bestimmend. Bei dem entsprechend durchgeführten Experiment
sind keine signiﬁkanten Unterschiede der Assimilationsrate bei hohen Lichtintensitäten
zwischen den Cleome gegeben. Dies stellt keinen Beleg dar, dass die Pﬂanzen sich gleich
verhalten. Festgehalten werden kann aber, dass bei 750 ppm Assimilationsraten beider
Pﬂanzen vorliegen, die sich bei hohen Lichtintensitäten nicht mehr signiﬁkant vonein-
ander unterscheiden. Dies ist im Gegensatz zu ambienten Bedingungen (390 ppm) zu
sehen.
Der CO2-Konzentrationsmechansimus der C4-Photosynthese führt nur bei niedrigen
CO2-Konzentrationen zu einer Erhöhung der Assimilationsrate. Bei hohen CO2-Konzen-
trationen wird dieser Vorteil aufgehoben. Die C3-Photosynthese kann dann bei höheren
CO2-Konzentrationen relativ höhere Assimilationsraten aufweisen.
Es kann aufgrund der Gaswechseldaten der Schluss gezogen werden, dass C. gynan-
dra eine C4-Pﬂanze ist. Die gemessenen biologischen Replikate zeigen die Merkmale,
die man im Vergleich mit einer C3-Pﬂanze erwarten würde. Es sind signiﬁkant höhere
Assimilationsraten bei 390 ppm CO2 und ansteigender Lichtintensität zu beobachten
(Abbildung 3.3 auf Seite 25). Weiterhin zeigt sie signiﬁkant höhere Assimilationsraten
bei niedrigen CO2-Konzentrationen (Abbildung 3.6 auf Seite 31). Diese Merkmale spre-
chen schon für eine C4-Photosynthese bei C. gynandra. Weiterhin sieht man (Abbil-
dung 3.7 auf Seite 33), dass kein signiﬁkanter Unterschied in den Assimilationsraten
der beiden Pﬂanzenarten bei 750 ppm CO2 besteht. Dies zeigt, dass ein Vorteil bei
der Assimilation von C. gynandra bei hohen CO2-Konzentrationen nicht mehr gege-
ben ist. Der Vorteil einer Aufteilung in primäre und sekundäre CO2-Fixierung ist bei
hohen CO2-Konzentrationen nicht gegeben. Die Aktivität der Rubisco ist nur ein li-
mitierender Faktor bei niedrigen CO2-Konzentrationen (Long und Bernacchi (2003)).
Ein CO2-Konzentrationsmechanismus, wie er in der C4-Photosynthese vorliegt, führt
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bei hohen CO2-Konzentrationen nicht zu einer höheren Assimilationsrate. Die Nachtei-
le, die sich durch die enzymatische Umsetzung und den Transport des Kohlenstoﬀs aus
dem CO2 in der C4-Photosynthese ergeben, führen zu vergleichbaren Assimilationsraten
der C3-Photosynthese von C. spinosa. Letztere kann im Vergleich zu ambienten CO2-
Konzentrationen ihre Assimilationsrate deutlich steigern. Diese Steigerung wird auf den
einfacheren Aufbau des photosynthetischen Gewebes im Vergleich zur C4-Photosynthese
zurückzuführen sein. Aufgrund dieser Auswertung wird der Schluss gezogen, dass es sich
bei C. gynandra um eine C4- und bei C. spinosa um eine C3-Pﬂanze handelt.
4.3 Expressionslevel der Transkripte von CgPIP1;2 und
CsPIP1;2
Durch die Erleichterung der Diﬀusion von CO2 über die Plasmamembran spielen Aqua-
porine eine Rolle in der C3-Photosynthese. So zeigt A. thaliana, bei denen AtPIP1;2
nicht funktional vorliegt, eine Reduktion der Photosyntheserate (Heckwolf (2010)). Die
Rolle, die Aquaporine in der C4-Photosynthese spielen, ist bisher noch nicht geklärt.
Unterschiede in der Expression eines möglicherweise CO2-leitenden Aquaporins könnten
auf eine besondere Rolle in diesem Photosynthesetypen zurückzuführen sein. Dies wäre
insbesondere der Fall wenn dieser quantitative Unterschied in der Expression zwischen
Pﬂanzen mit C3- und C4-Photosynthese festzustellen ist.
Die mit CgPIP1;2 korrespondierende Bande zeigte eine ca. 10-fach erhöhte Signalstärke
verglichen mit der Bande, die mit CsPIP1;2 korrespondiert.
Ein quantitativer Northern Blot besitzt inhärent diverse Problematiken. Es handelt sich
bei einem quantitativen Northern Blot um eine indirekte Methode. Es wird die Emission
von Licht detektiert, die der Reaktion, der an den Dig-Antiköper gekoppelten Phospha-
tase mit dem einem Substrat (CDP-Star), nachfolgt. Dieses Signal ist damit von der
Bindung der Sonden an die RNS, von der Bindung des Dig-Antikörpers an die Son-
den sowie von der Aktivität des Enzyms abhängig. . Aus den Signalstärken kann dabei
grundsätzlich indirekt auf ein entsprechendes Expressionsniveau in Pﬂanzen geschlossen
werden.
Der festgestellte ca. 10-fache Unterschied in der Expression deckt sich in ihrer Grö-
ßenordnung mit den Ergebnissen von Bräutigam et al. (2011). Natürlich kann nicht aus-
geschlossen werden, dass die beobachtete unterschiedliche Expression in 8-Wochen alten
Pﬂanzen in der Entwicklung der Pﬂanze begründet ist und kein Zusammenhang zu den
verschiedenen Photosyntheseapparaten vorliegt. Dies könnte aber durch Untersuchungen
an unterschiedlich altem Pﬂanzenmaterial und einer Erhöhung der Anzahl der Experi-
mente ausgeglichen werden.
Da die beiden Aquaporingene unterschiedlich exprimiert werden und die Aktivität von
Enzymen und Transportproteinen zumindest teilweise auf der Ebene der Transkripthäu-
ﬁgkeit kontrolliert wird (Bräutigam et al. (2011)), ist ein Zusammenhang von Aquaporin
zum Photosynthesetyp möglich. Natürlich können pleiotrope kompensatorische Änderun-
gen der Transkriptniveau, die durch ein anderes Gen ausgelöst werden, nicht ausgeschlos-
sen werden.
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4.4 Analyse der Unterschiede in der Aminosäuresequenz
Wie bereits gezeigt, liegt bei den Untersuchten Proben von acht Wochen alten C. gynan-
dra und C. spinosa eine unterschiedlich starke Expression von CgPIP1;2 und CsPIP1;2
vor. Dieser Unterschied in der Expression wird nur dann eine Rolle im Vergleich der Pho-
tosynthesetypen spielen, solange es sich um homologe Proteine handelt. Ein Sequenzver-
gleich zwischen CgPIP1;2 zu CsPIP1;2 spricht für eine Homologie beider Proteine. Ein
Sequenzvergleich mittels des Programmes LAlign ergab eine 97,9 %-ige Identität in der
Aminosäuresequenz (286 Aminosäuren) bei einem E-Wert von 2.6e-184. Diese Werte spre-
chen für eine Homologie der Proteine.
Die Unterschiede in der Sequenz liegen in sechs Aminosäuren. Nach Berechnung mit-
tels des Programmes SOSUI beﬁnden sich drei innerhalb von Transmembranhelices. Drei
weitere beﬁnden sich in Schleife C (Abbildungen 2.3 auf Seite 16 und 3.11 auf Seite 40).
Hier würden sich Unterschiede, die sich in der Funktionalität niederschlagen, durch eine
Veränderung der Leitfähigkeit zeigen. Hypothetisch möglich wären auch Auswirkungen
auf die Lokalisation durch die Unterschiede in der Aminosäuresequenz. So zeigten Brown
et al. (2011), dass die Lokalisierung von Proteinen wie der NADME1 innerhalb der Bün-
delscheidenzellen von C. gynandra unabhängig vom verwendeten Promotor ist. Orthologe
Gene aus C3 Pﬂanzen, exprimiert unter einem 35S-Promotor, zeigen eine entsprechende
Expression bevorzugt in den Bündelscheidenzellen.
Die Sequenzunterschiede in den Aquaporinen könnten auch eine Veränderung in der
Bildung von Aquaporintetrameren hervorrufen. So wurde gezeigt, dass die Bildung von
Heterotetrameren verschiedener Aquaporine möglich ist (Sdorra (2009)). Diese Heterote-
tramisierung wiederum kann zu einer Veränderung in den Eigenschaften einer Membran
führen. In den folgenden funktionellen Tests sollte geklärt werden, welche Funktionen
CgPIP1;2 und CsPIP1;2 in der Pﬂanze erfüllen.
4.5 Funktionelle Analyse der Aquaporine
Die funktionelle Analyse erfolgte mittels Stopped-Flow Spektrometrie im heterologen
Expressionsmodell Hefe (S. cerevisiae). Die Expression eines wasserleitenden Aquaporins
sollte zu einer Erleichterung der Diﬀusion von Wasser durch die Membran der Hefeproto-
plasten führen. Eine fehlende Expression bzw. die Expression eines Proteins, das nicht zu
einer Erleichterung der Diﬀusion führt, sollte eine deutlich verlangsamte Diﬀusion über
die Membran der Hefeprotoplasten führen. Die Diﬀusion kann indirekt über das Schwel-
len der Protoplasten beobachtet werden, welches zu einer Veränderung des beobachteten
Signals führt.
Das Aquaporin aus Nicotiana tabacum NtPIP2;1 sorgt für eine Erleichterung der Dif-
fusion von H2O über die Membran (Fischer (2007)). Es diente in den Versuchen als
Vergleich für ein wasserleitendes Aquaporin. Eine mit NtPIP2;1 vergleichbare Wasser-
leitfähigkeit bei den Aquaporinen der Cleome konnte nicht festgestellt werden. Die Cleo-
me Aquaporine zeigen ein Verhalten vergleichbar mit der uninduzierten Kontrolle (siehe
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Abbildung 3.13 auf Seite 44). Die ermittelten Werte für die Osmotische Permeabilität
(Abbildung 3.4 auf Seite 47 und Tabelle 3.4 auf Seite 47) waren jeweils bezogen auf Nt-
PIP2;1 signiﬁkant (p < 0,001) geringer. Gleichzeitig waren sie in einem Größenbereich
vergleichbar mit der uninduzierten Kontrolle. Eine Wasserleitfähigkeit kann für die Cleo-
me Aquaporine CgPIP1;2 und CsPIP1;2 hiermit verneint werden.
Als weitere Funktion lag eine Erleichterung der Diﬀusion von CO2 nahe. Das Aquapo-
rin aus Nicotiana tabacum (NtAQP1) zeigt eine entsprechende Funktion (Uehlein et al.
(2003)). Ein Homologievergleich mit NtAQP1 weist mit einem E-Value von 5.4*10-168
eine hohe Ähnlichkeit zu CgPIP1;2 auf Sequenzebene auf. Ebenso ein Aquaporin aus
Arabidopsis thaliana AthPIP1;2, das eine solche Funktion zeigt (Heckwolf (2010) und
Uehlein et al. (2012)). Hierbei ist eine Homologie zu CgPIP1;2 bei einem E-Value von
1.3*10-158 zu bejahen.
Bei den Stopped-Flow-Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden Hefen verwen-
det, die sowohl das Aquaporin als auch Carboanhydrase induzierbar exprimieren. Diese
wurden mit dem Farbstoﬀ Fluoreszein Diacetat (FDA) beladen, in einem CO2-haltigen
Puﬀer in der Stopped-Flow-Apparatur gemischt und die Abnahme der Fluoreszenz ge-
messen (siehe Abbildung 3.15 auf Seite 49). Die mittels der gemessenen Kinetiken er-
mittelten Permeabilitätskoeﬃzienten (Abbildung 3.16 auf Seite 51 und Tabelle 3.5 auf
Seite 52) ergaben einen signiﬁkanten Unterschied zu NtPIP2;1 3-Helix. Hierbei erleichtert
NtPIP2;1 3-Helix die CO2-Diﬀusion über die Membran nicht oder nur verringert (Pede
(2008)). Die Aquaporine CgPIP1;2, CsPIP1;2 und NtAQP1 zeigen jeweils eine signiﬁkant
höhere Leitfähigkeit verglichen mit NtPIP2;1 3-Helix. Letzteres ist hierbei als Vergleich
für ein Membranprotein zu sehen, dass zu keiner Erleichterung der CO2-Permeabilität
der Membran führt. Alle drei Aquaporine führen zu einer vergleichbaren Permeabilität
der Hefen für CO2. Somit kann qualitativ die Aussage getroﬀen werden, dass die unter-
suchten Cleome Aquaporine zu einer Erhöhung der Leitfähigkeit der Membran für CO2
führen.
Da sich die veröﬀentlichten Werte der CO2-Permeabilität verschiedener Membranen in
vier Größenordnungen unterscheiden (Evans et al. (2009)), wird von einer starken Abhän-
gigkeit von der Messmethodik bei der Quantiﬁzierung ausgegangen. Dies ist ein Argument
für die rein qualitative Betrachtung der Funktion der Aquaporine. Die quantitative Aus-
sage über die in Tabelle 3.5 auf Seite 52 gezeigten PCO2-Werte nach der Methode von
Yang et al. (2000) besitzt inhärente Problematiken. So konnte bei den Messungen kein
ratiometrischer Farbstoﬀ verwendet werden, da dieser einen zweiten Photomultiplier vor-
ausgesetzt hätte. Die durchgeführten OD-Messungen, die einen Anhaltspunkt über die
Beladung der Zellen vor der Messung in der Stopped-Flow durchgeführt wurden, geben
nur einen groben Anhaltspunkt für die Konzentration des Farbstoﬀes in den Zellen. Eine
interne Beladungskontrolle wäre aber nur bei einem ratiometrischen Farbstoﬀ möglich.
Bei unterschiedlichen Konzentrationen des Farbstoﬀs ist das Signal-Rausch-Verhältnis
auch unterschiedlich. Dieses kann bei geringen Konzentrationen des Farbstoﬀes zu einem
extremen Abweichen des Fits mittels der Gleichung 3 auf Seite 45 führen. Insbesondere
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bei der Verwendung von sehr engen Zeitfenstern, die über den der Fit angelegt werden,
kann es zu Kurvenanpassungen kommen, die den Verlauf der Messpunkte nicht mehr
wiedergibt. Da aber gerade die Krümmung des Anfangsteils der Kurve zur Reaktions-
konstante beiträgt, kann dies zu einer Verfälschung der resultierenden Permeabilitäten
führen. Für eine Bestimmung eines absoluten PCO2-Wertes war zusätzlich noch die Be-
stimmung der Konzentration der Membranproteine sowie die Konzentration der Aquapo-
rine in den Hefenmembranen notwendig. Ebenso wäre für eine quantitative Betrachtung
der Leitfähigkeit eine Bestimmung der Konzentration der Carboanhydrase und deren Ak-
tivität notwendig. Mangels entsprechender Antikörper konnten ein entsprechende Nach-
weise nicht geführt werden. Diese Arbeit beschränkt sich damit auf eine rein qualitative
Feststellung über die Funktion der Aquaporine.
Zum Teil wird bezweifelt, dass die CO2-Diﬀusion durch Membranproteine erleichtert
wird. Es wird argumentiert, dass das CO2, entsprechend der Regel von Overton, di-
rekt über die Membran diﬀundiert (Missner et al. (2008)). Diese Befunde auf Pﬂan-
zenmembranen zu übertragen ist problematisch. Hiergegen spricht, dass entsprechende
experimentelle Belege keine native Membran zum Objekt hatten und das physiologische
Auswirkungen bei der Messung an nativen Membranen in Pﬂanzengewebe beobachtbar
sind (Uehlein et al. (2012)). Insbesondere in C3-Pﬂanzen sollen Aquaporine einen Bei-
trag an der Mesophyllleitfähigkeit haben, sowohl in der Plasmamembran als auch in der
Chloroplastenhülle (Evans et al. (2009)).
Abschließend kann festgestellt werden, dass rein qualitativ CgPIP1;2 sowie CsPIP1;2
die Leitfähigkeit von Hefemembranen für CO2 verändert. Hierbei wird die Leitfähigkeit
vergleichbar mit dem als CO2-leitend beschriebenen NtAQP1 erhöht. Die untersuchten
Aquaporine aus Cleome können damit eine Rolle in der Photosynthese spielen.
4.6 Lokalisation von CgPIP1;2 mittels ﬂuoreszierendem
Fusionsprotein
Wegen der Homologie von CsPIP1;2 zu NtAQP1 kann eine ähnliche Rolle beider Aquapo-
rine in der C3-Photosynthese vermutet werden. Da für NtAQP1 sowohl ein Nachweis in
der Plasmamembran (Siefritz et al. (2001)) als auch der inneren Chloroplasten Membran
(Uehlein et al. (2008)) vorliegt, wäre eine entsprechende Lokalisierung von CsPIP1;2 in
C. spinosa wahrscheinlich.
Die Rolle von CgPIP1;2 für die C4-Photosynthese wird sich aus ihrer Lokalisierung
ergeben. Als Plasmamembran Intrinsisches Protein (PIP) ist eine ebensolche Loka-
lisierung in der Plasmamembran möglich. Die starke Ansammlung von Chloroplasten
in den Bündelscheidenzellen sowie die auftretende räumliche Nähe dieser Chloroplasten
zu den Mitochondrien der Bündelscheidenzellen (Marshall et al. (2007)) lässt auch ein
Vorkommen dieser Aquaporine in den Chloroplastenmembranen und in den Membranen
der Mitochondrien vermuten. In der NAD-ME C4-Photosynthese muss CO2 sowohl die
Plasmamembran der Mesophyllzellen als auch Membranen von Mitochondrien und Chlo-
roplasten in den Bündelscheidenzellen überqueren.
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Einen erster Anhaltspunkt für eine Lokalisation von CgPIP1;2 in der Plasmamembran
soll die Transfektion von Zwiebelschuppenzellen mit GFP gekoppeltem CgPIP1;2 liefern.
Die Vorteile dieses Systems sind die leichte Transﬁzierbarkeit der relativ großen Zellen
sowie das Fehlen einer Chlorophyll-Fluoreszenz, die das Identiﬁzieren bei den vorhan-
denen Filtern erschwert hätte. Wie in Abbildung 3.17 auf Seite 53 zu sehen, ergab die
Transfektion mit cytosolischem GFP mittels biolistic bombardement ein diﬀuses Signal
über die ganze Zwiebelzelle hinweg. Im Vergleich dazu zeigt die Transfektion mit einem
GFP-gekoppelten CgPIP1;2 eine Kolokalisation mit der Zellwand der Zwiebelzelle. Da
die Plasmamembran bei einer turgeszenten Zelle in unmittelbarer Nähe der Zellwand
ist, kann man von einem ersten Anhaltspunkt für eine Lokalisation von CgPIP1;2 in der
Plasmamembran ausgehen. Eine Plasmolyse wie bei Fileschi (2008) wurde nicht durchge-
führt. Bei dieser Methodik kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Aquaporine auch in
der Membran des Tonoplasten vorliegen. Dieser erste Anhaltspunkt für eine Lokalisation
in der Plamsmamembran wäre mit weiteren Experimenten mit Plasmamembranmarkern
oder Plasmamembran speziﬁschen Farbstoﬀen abzusichern. Da üblicherweise für eine
Lokalisation von Fluoreszenzproteingekoppelten Proteinen in der Plasmamembran PIPs
herangezogen werden, wäre die Wahl eines Farbstoﬀes vorzuziehen. Dadurch könnten
Eﬀekte wie eine Interaktion der Aquaporine untereinander (wie sie nach Sdorra (2009)
möglich wäre) vermieden werden. Weiterhin wären Lokalisationsstudien in Mitochondri-
en und Chloroplasten mittels entsprechender Organell-Markern angezeigt. Hierfür sollten
stabil-transformierte Zellen von Cleome verwendet werden, um die Lokalisation in der
nativen Umgebung beobachten zu können.
Die NAD-ME typischen Anpassungen sprechen für einen Aufbau, der ideal ist für
die Diﬀusion von CO2 vom Ort der Decarboxylierung hin zum Verbraucher (PEPC so-
wie Rubisco). Das Vorkommen der PEPC in den Mesophyllzellen sorgt für eine rasche
Umsetzung des CO2. Dies entspricht der beobachteten, mehr als 6-fach signiﬁkant er-
höhten Aktivität der PEPC in Blattmaterial aus C. gynandra verglichen mit C. spi-
nosa (Bräutigam et al. (2011)). Die mögliche Lokalisation in der Plasmamembran von
Pﬂanzenzellen von CgPIP1;2 legt eine Rolle des Aquaporins bei der primären Fixierung
des CO2 durch die Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) nahe. Die Verringerung der
CO2-Leitfähigkeit der Mesophyllzellen könnte einer optimalen primären Fixierung die-
nen.. Dies könnte auch durch die Erleichterung der Diﬀusion zwischen Mitochondrium
und Chloroplasten mittels Aquaporinen geschehen. Auch wenn das Modell von Sommer
et al. (2012) zugrundegelegt wird, so kann die Diﬀusion über die Chloroplastenmembran
eine größere Rolle spielen. Ein Leakage, also eine Diﬀusion des CO2 aus den Bündel-
scheidenzellen, wird wahrscheinlich durch die (im Verhältnis zur Mesophyllzellen) 5-fach
dickeren Zellwände (Koteyeva et al. (2011)) sowie durch die räumliche Nähe der Mit-
ochondrien und Chloroplasten innerhalb des centripetalen Teils der Zellen (hin zu den
Leitbündeln) verhindert. Auch die Tatsache, dass durch Immunohistologie nachgewiesen
werden konnte, dass Rubisco alleine in den Chloroplasten der Bündelscheidenzellen von
C. gynandra vorkommt (Marshall et al. (2007), Koteyeva et al. (2011)), lässt ein Vor-
kommen der Aquaporine in diesen Membranen vermuten.
Die durchgeführten ersten Versuche legen eine Lokalisation von CgPIP1;2 auf zellulärer
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Ebene in der Plasmamembran der Zwiebelschuppenzellen nahe. Ob sich eine entsprechen-
de Lokalisation auch im nativen System zeigt, wäre durch weitere Versuche zu klären.
Insbesondere wäre eine Lokalisation auf Ebene der verschieden Zelltypen (Mesophyll-
und Bündelscheidenzelle) sowie eine Lokalisation in den Organellen der verschiedenen
Zelltypen interessant. Aus der Lokalisation könnten dann auf die mögliche Funktion von
CgPIP1;2 in der C4-Photosynthese Rückschlüsse gezogen werden. Insbesondere ob die
Pﬂanzen die Leitfähigkeit ihrer verschieden Membranen für CO2 durch die Expression
von CgPIP1;2 verändert und ob eine Veränderung dieser Expression Auswirkungen auf
die C4-Photosynthese zeigt.
4.7 Virus Induced Gene Silencing mit TRV
Eine Veränderung in der Expression von CgPIP1;2 hätte Auswirkungen auf die Assi-
milationsrate, wenn das Aquaporin eine Rolle in der C4-Photosynthese spielt. Daneben
kommen noch pleiotrope Eﬀekte in Frage. Um eine Herabregulierung der Expression
durchzuführen, kommt das Virus Induced Gene Silencing mittels verschiedener Viren
in Frage. Der Tobacco Rattle Virus (TRV) ist verwendbar bei Arabidopsis Burch-Smith
et al. (2006). Der TRV besitzt ein relativ großes Wirtsspektrum, da er verschiedenste
Pﬂanzenarten aus der Klasse der Magnoliopsida (Bedecktsamer) (wie Solanum melon-
gena, Aquilegia vulgaris, Papaver somniferum (Liu et al. (2012))) inﬁzieren kann. Da
Cleome ebenso wie Arabidopsis Teil der Ordnung der Brassicales ist, lag eine Verwend-
barkeit nahe.
Voraussetzungen für VIGS mittels TRV in Cleome ist, erstens eine experimentelle Kon-
trolle für das Funktionieren eines VIGS zu erstellen und zweitens zu zeigen, dass VIGS
mittels TRV in Cleome funktioniert. Als experimentelle Kontrolle für das Funktionieren
des VIGS wurde die Phytoendesaturase (PDS) gewählt. Eine Herunterregulierung die-
ses Gens führt zu einer Bleichung in Blättern und zum Teil auch in Teilen des Sprosses
(Purkayastha und Dasgupta (2009)).
Die Sequenz der PDS für Cleome musste mittels bioinformatischer Methoden ermittelt
werden. Nach Aufbearbeitung der Rohdaten der 454-Sequenzierung war, wie in Tabel-
le 3.6 auf Seite 55 zu sehen, die Qualitätsunterschiede zwischen den Sequenzierungsdaten
der beiden Pﬂanzenproben vergleichbar. Auch die nachfolgende Zuordnung der Sequenzen
des Transkriptoms zu bekannten AS-Sequenzen (Tabelle 3.7 auf Seite 56) zeigten keine
wesentlichen Abweichungen nach Assemblierung in Trinity (Haas et al. (2013). So wur-
den ca. 98 % (C. gynandra) bzw. 99 % (C. spinosa der assemblierten Nukleotidsequenzen
bekannten Sequenzen zugeordnet. Die nachfolgende Isolierung von PDS-Sequenzen aus
beiden Datensätzen führte zu den in Tabelle 3.8 auf Seite 57 aufgeführten Sequenzen. In
der Summe ist das Verhältnis von gefundenen PDS Sequenzen normiert auf ihre Länge
und die Größe der Ausgangsdaten 1,4 zu 1 (C. gynandra zu C. spinosa). Diese Quantiﬁ-
zierung der Transkripte stellt keine Zuordnung der reads zum Genom der Pﬂanzen dar.
Eine Quantiﬁzierung an das bekannte Genom einer dritten Spezies (cross-species refe-
rence mapping, beschrieben in Bräutigam et al. (2011)) wurde nicht durchgeführt. Bei
der durchgeführten, relativen Quantiﬁzierung sollte nur das Vorkommen der Sequenzen
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in den Datensätzen abgeschätzt werden. Da das relative Vorkommen der PDS-Sequenzen
vergleichbar war, wurde von einer Verwendbarkeit der jeweiligen Sequenzen für die Fol-
geexperimente ausgegangen. Für das VIGS wurden Sequenzen gewählt, die für eine Her-
abregulierung aller, als PDS identiﬁzierten Sequenzen führen sollten.
Die für das VIGS erforderlichen Sequenzen der PDS der Cleome lagen somit vor. Um
ungewollte Nebenreaktionen bei einem RNAi der PDS auszuschließen, wurden die ver-
wendeten Sequenzen in 21-mere aufgeteilt und gegen das Transkriptom abgeglichen. Da
dabei nur Bindungspartner auftraten, die der PDS-Sequenz entsprachen, ist nicht von ei-
ner Beeinträchtigung anderer Transkripte bei der Durchführung eines VIGS auszugehen.
Nach Durchführung des VIGS mittels Inoculation von Agrobakterien war, wie in Ab-
bildung 3.21 auf Seite 62 zu sehen, ein klarer Eﬀekt in den als Kontrolle verwendeten
N. benthamiana zu erkennen. Pﬂanzen, die mit pTRV1 und pTRV2_NbPDS transﬁziert
wurden, zeigten eine klare Bleichung der Blätter und Teile der Sprossen. Kein Eﬀekt trat
wie erwartet bei den N. benthamiana auf, die nur mit pTRV1 transﬁziert wurden.
Da auch bei C. gynandra, die mit pTRV1 und pTRV2_CgPDS transﬁziert wurden,
kein Eﬀekt zu beobachten war, sollte ein Nachweis des Transkriptes der DNA-Sequenz
des movement protein, der auf der T-DNA von pTRV1 liegt, durchgeführt werden.
Bei einer erfolgreichen Infektion durch die Sequenzen des Tobacco rattle virus wären
entsprechende Sequenzen in neu entstandenem Pﬂanzenmaterial nachweisbar. Da das
movement protein Vorraussetzung für eine erfolgreiche Infektion der Zielpﬂanze ist,
würde das Fehlen der entsprechenden Sequenz für ein Ausbleiben der Infektion sprechen.
Wie in Abbildung 3.23 auf Seite 64 zu sehen, ist ein Nachweis des movement protein
von pTRV1 über cDNA nur in neu enstandenen Blättern von N. benthamiana möglich.
Neu entstandene Blätter von C. gynandra weisen diese Sequenz hingegen nicht auf. Der
Nachweis in den unteren Blättern von C. gynandra ist höchstwahrscheinlich auf die Tran-
skription der entsprechenden Boten-RNS aus der inserierten T-DNA zurückzuführen. Da
aber kein Nachweis in den mittleren und oberen Blättern für cDNA geführt werden
konnte, wird davon ausgegangen, dass keine systemische Ausbreitung der Sequenz von
pTRV1 (RNS1) und damit auch der Sequenz des movement protein in den entspre-
chenden Pﬂanzenproben vorhanden war. Damit wäre eine systemische Infektion durch
die RNS1 des TRV unterblieben.
Es wurde bereits gezeigt, dass Agrobacterium tumefaciens Stamm LBA4404 bei Cleo-
me erfolgreich verwendet werden kann (Brown et al. (2011)). Da weiterhin cDNA des
movement protein aus den unteren Blättern (die mit Agrobakterien inokuliert wur-
den) nachgewiesen werden konnte, wird davon ausgegangen, dass der verwendete Stamm
grundsätzlich geeignet ist, um Cleome zu inﬁzieren.
Es ist der Schluss zu ziehen, dass die Verwendung von TRV in Cleome nicht möglich
ist, da es zu keiner systemischen Ausbreitung innerhalb der Pﬂanzen gekommen ist. Die
Überprüfung weiterer möglicher Viren für VIGS, die bei Arabidopsis verwendet werden
können, wie den Potato virus X (PVX), den Cabbage leaf curl virus oder den "Turnip
yellow mosaic virus"(Unver und Budak (2009)) sollte für zukünftige Experimente in
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Betracht gezogen werden. Ebenso kommen auch Viren die andere C4-Pﬂanzen inﬁzieren
können, wie der Brome mosaic virus (BMV) oder der Barley stripe mosaic virus
(Purkayastha und Dasgupta (2009)), in Frage.
4.8 Ausblick
Die Möglichkeit die C3- und C4-Photosynthese vergleichend zu analysieren, stellt ei-
ne große Chance dar. Die Verwendung von Versuchsobjekten derselben Gattung sollte
Unterschiede zwischen den Pﬂanzen, wie zum Beispiel im Pﬂanzenmetabolismus, mini-
mieren. Diese Vorteile der Cleome überwiegt etwaige Nachteile. So werden durch Veröf-
fentlichungen neuer Techniken in der experimentellen Handhabung sowie verschiedens-
ter physiologischer und genetischer Daten die Grundlage gelegt verschiedenste Aspekte
der C4-Photosynthese aufzuklären. Dies könnte letztendlich zur Etablierung einer C4-
Photosynthese in einer C3-Nutzpﬂanze wie zum Beispiel Reis (Oryza sativa) führen,
mit der Hoﬀnung dadurch höhere Erträge zu erzielen (Leegood (2002); Matsuoka et al.
(2001)).
Nachdem mit dieser Arbeit Grundlagen gelegt sind wie der Aufklärung der Funktion
der Aquaporine im heterologen Expressionsmodell, die Bestätigung einer diﬀerentiellen
Expression sowie der verschiedenen Photosynthesearten, wäre der nächste Schritt eine
Gaswechselanalyse verschiedener CgPIP1;2 bzw. CsPIP1;2 Knock-Down- und Überex-
pressionsmutanten. Hierfür wäre eine stabile Transﬁzierung von Cleome mit entsprechen-
den induzierbaren oder konstitutiv exprimierten Konstrukten durchzuführen. Nachdem
nun sowohl für C. gynandra (Brown et al. (2011)) als auch für C. spinosa (Uzilday et al.
(2012)) Protokolle für eine stabile Transformation gegeben sind, wäre die Erstellung von
entsprechenden Untersuchungsobjekten möglich. Parallel könnten Expressionsanalysen
mit Next Generation Sequencing (NGS) Methoden durchgeführt werden, da mit Ver-
öﬀentlichung der Genomischen Daten von Cleome weiterführende Analysen der verschie-
denen Knock-Down und Überexpressionsmutanten (insbesondere quantitativ) möglich
wären.
Weiterhin wäre die Entwicklung eines VIGS-Systems mit anderen Viren für Cleome
angezeigt. Auf diese Weise könnte ein System geschaﬀen werden, mit dem man relativ
schnell Knock-Down-Pﬂanzen generieren und - in Verbindung mit Gaswechselanalytik
- analysieren könnte.
Ein Nachweis der Lokalisierung der Aquaporine auf zellulärer und auf Ebene des Ge-
webes wäre am besten über stabil transﬁzierte Pﬂanzen zu erbringen. Dann könnte über
GFP-markierte Proteine und Kolokalisation mit Membran- und Organell-speziﬁschen
Markern überprüft werden, ob es zu einer Lokalisation von CgPIP1;2 in den Mitochon-
drien und Chloroplastenmembranen der Bündelscheidenzellen kommt. Weiterhin wäre ei-
ne In-Situ-Immuno-Lokalisation möglich. Hierfür wäre die Isolation eines Antigens bzw.
Synthese eines entsprechenden Peptides zur Erstellung eines entsprechenden Antikörpers
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notwendig. In Verbindung zu den physiologischen Daten sowie der Betrachtung der auf-
tetenden Transkriptmengen würde sich ein noch klareres Bild der Rolle von Aquaporinen
in der C4-Photosynthese ergeben.
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5 Material und Methoden
5.1 Methoden mit Desoxyribonukleinsäure (DNS)
5.1.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
5.1.1.1 Standard PCR
Mittels der PCR (eng.: Polymerase Chain Reaction) wurde der Nachweis über das Vor-
handensein von DNA-Fragmenten erbracht. Weiterhin diente die PCR zur Ampliﬁkation
von Fragmenten zur weiteren Verwendung, z.B. in Klonierungsschritten. Die PCR wurde
für gewöhnlich in einem Volumen von 25 µl durchgeführt.
Komponente Masse/Stoﬀmenge/...
Template-DNA (Plasmid) 5-10 ng
DNA Puﬀer Biotherm (incl. 15 mM
MgCl2) 10 x
1 x
dNTPs (0,4 mM, 0,1 mM je Nukleotid)
Primer_s 10 pmol
Primer_as 10 pmol
Taq-Polymerase 1 U
dH2O ad 25 µl
Tabelle (5.1) Zusammensetzung Standard PCR
Ein Standard PCR Programm bestand aus:
1. Initiale Denaturierung 95 °C für 5 min
2. Denaturierung bei 95 °C für 45 sec
3. Annealing der Primer bei Tm - 5 °C für 45 sec
4. Extension bei 72 °C für 1 min/ 1000 Nt
5. Wiederholung von 2. - 4.: 25 mal
6. Finale Extension 72 °C für 5 min
7. Stoppen der Reaktion 4 °C
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5.1.1.2 Touch-down PCR
Bei einer touch-down PCR wird im ersten Zyklus mit einer Annealingtemperatur, die
über dem Schmelzpunkt der Primersequenzen (Tm) liegt und die in jedem Subzyklus
erniedrigt wird, gearbeitet. Dadurch sollen vermehrt die stringentest zum Primerpaar
passenden DNA Fragmente ampliﬁziert werden. Dadurch liegen diese im zweiten Zy-
klus vermehrt vor und werden häuﬁger ampliﬁziert als weniger häuﬁg vorkommende,
konkurrierende Sequenzen, da diese nicht im ersten Zyklus ampliﬁziert wurden. Diese
Bevorzugung der stringenteren Sequenzen durch ihr höheres Vorkommen ﬁndet nun bei
jedem Ampliﬁkationsschritt mit einer jeweils niedrigeren Annealingtemperatur als im
vorangehenden Schritt statt (Methode nach Korbie und Mattick (2008)).
Das touch-down PCR Programm war wie folgt aufgebaut:
1. Initiale Denaturierung bei 95 °C für 3 min
2. Denaturierung bei 95 °C für 30 sec
3. Annealing der Primer bei Tm +10 °C für 45 sec
4. Extension bei 72 °C für 1 min/ 1000 Nukleotide Schritte 2-4 wurden 15 x wiederholt,
wobei die Annealingtemperatur bei jedem Schritt, um 1 °C verringert wurde.
5. Denaturierung bei 95 °C für 30 sec
6. Annealing der Primer bei Tm -5 °C für 45 sec
7. Extension bei 72 °C für 1 min/ 1000 Nukleotide
Schritte 5-7 wurden 25 x wiederholt
8. Finale Extension bei 72 °C für 5 min
9. Stoppen der Reaktion bei 4 °C
5.1.2 Agarose-Gelelektrophorese
Die Auftrennung von DNA erfolgte üblicherweise in 0,8 % Agarosegelen. Als Puﬀer wurde
1 x TAE verwendet und eine Spannung von 5 - 10 Volt/ cm Gel angelegt. Die DNA wurde
mittels Ethidiumbromid markiert und unter UV-Licht sichtbar gemacht.
Komponente Konzentration
Tris 2 M
Essigsäure 1 M
Na2EDTA 50 mM
dH2O ad
Autoklavieren und bei Raumtemperatur lagern
Tabelle (5.2) Zusammensetzung 50 x TAE Puﬀer
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Komponente Konzentration
Agarose 0,8 % (w/v)
1 x TAE ad
Erhitzen bis zum Gelieren und auf ca. 60 °C abkühlen lassen
Zugabe von Ethidiumbromid 0,05 µl/ ml
Lagerung bei 60 °C bis zum Gebrauch
Tabelle (5.3) Zusammensetzung 0,8 % Agarosegel
5.1.3 DNA Extraktion aus Agarosegelen
Die Extraktion von DNA erfolgte nach dem Protokoll des NucleoSpin®Extract II Kits
von MACHERY-NAGEL. Hierzu wurden die zu isolierenden DNA - Banden mitsamt
dem umgebenden Agarosegel aus dem Gesamtgel ausgeschnitten. Die Isolation wurde
nach dem Ausschneiden auf einem UV-Tisch überprüft. Die DNA aus dem isolierten
Gelstück wurde über eine Säule von der Agarose getrennt. Die ﬁnale Elution der DNA
erfolgte in 30 µl dH2O.
5.1.4 Restriktionsabbau
Der Restriktionsabbau erfolgte üblicherweise in 30 µl Puﬀer. Der verwendete Puﬀer war
abhängig vom verwendeten Enzym. Soweit parallel mehrere Enzyme verwendet wurden,
wurde entsprechend des Vorschlags des Herstellers (NEB, Fermentas,...) das eﬀektivste
Puﬀersystem gewählt. Üblicherweise wurde 1 U Enzym auf 1 µg DNA gegeben.
5.1.5 Ligation von DNA Fragmenten in Vektoren
Die Ligation erfolgte üblicherweise mit 20 - 100 ng linearisiertem Vektor. Bei Klonie-
rung eines DNA-Fragments wurde im molaren Verhältnis 1 : 1 bis 1 : 5 (bezogen auf
Vektor : DNA-Stück) linearisierter Vektor und DNA-Fragment zugegeben. Hierbei wur-
den passend restringierte DNA-Moleküle verwendet. Die Reaktion erfolgte im Puﬀer des
Herstellers der T4-Ligase (Fermentas) mit den empfohlenen Enzymkonzentrationen bei
22 °C für mindestens 1 Stunde oder über Nacht bei 16 °C.
5.1.6 Klonierung mit dem Gateway-System von Invitrogen
Das Vorgehen erfolgte nach den Vorgaben des Gateway®-Cloning-Kits (Invitrogen).
Entsprechend den Anweisungen von Invitrogen wurden Primer entwickelt, um PCR-
Produkte zu erstellen, die in der BP-Reaktion verwendet werden können. Auf diese Weise
wurden
 pDONR201_CgPIP1;2,
 pDONR201_CsPIP2;1,
 pDONR/Zeo_CgPIP1;2 und
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 pDONR/Zeo_CsPIP1;2
erzeugt.
In der nachfolgenden LR-Reaktion wurden Hefeexpressionsvektoren
 pYesDest52_CgPIP1;2,
 pYesDest52_CsPIP1;2
sowie Plasmide mit Fluoreszenz-Fusionsproteinen
 pMDC83_CgPIP1;2 und
 pMDC83_CsPIP1;2
erzeugt.
5.1.7 Sequenzierung
Für die Sequenzierungen wurden 600 - 700 ng Plasmid bzw. PCR-Produkt-Länge /4 = ng
PCR-Produkt zu 20 pmol Primer in einem 0,2-ml-Reaktionsgefäß mit ﬂachem Deckel
gegeben und mit 7 µl dH2O aufgefüllt. Die Proben wurden nummeriert, und die Sequen-
zierungen erfolgten bei der Firma Seqlab.
5.2 Methoden mit Ribonukleinsäure (RNS)
5.2.1 Isolation von Gesamt-RNS aus Pﬂanzen (LiCl-Methode)
Es wurden 300 mg Gewebe in Stickstoﬀ gemörsert. Die Probe wurde in ein 2 ml Ep-
pendorfgefäß mit 0,8 ml Lysispuﬀer gegeben und gut gevortext. Es wurden 0,8 ml PCI
zugeben und 30  60 min bei RT geschüttelt. Danach wurde für 15 min bei 15k x g und
RT abzentrifugiert und der Überstand abgenommen (600 - 800 µl). Dieser Schritt kann
bei Bedarf (einer starken Färbung des Überstandes) wiederholt werden. Der Überstand
wurde tröpfchenweise mit 0,75 Vol. 8 M LiCl versetzt. Es erfolgte eine Inkubation bei 4 °C
für 1 h. Danach wurde für 15 min bei 15k x g abzentrifugiert und der Überstand abgenom-
men. Das Pellet wurde mit 700 µl 70 % EtOH (-20 °C) gewaschen. Dieser Waschschritt
konnte bei Bedarf wiederholt werden. Dann wurde für 5 min bei 15k x g, 4 °C abzentrifu-
giert und der Überstand abgenommen. Das Pellet wurde in 300 µl DEPC-ddH2O gelöst.
Zu diesem Zeitpunkt war ein DNase Abbau möglich. Dann wurde mit 0,1 Vol. KOAc
und 2,5 Vol. 100 % EtOH (-20 °C) für 30 min bei -80 °C bzw. ÜN bei -20 °C gefällt. Es
folgte eine Zentrifugation für 15 min bei 15k x g , 4 °C. Das Pellet wurde mit 500 µl 70 %
EtOH (-20 °C) gewaschen und für 5 min bei 15k x g und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet
wurde getrocknet. Hierfür wurde das Reaktionsgefäß 10 min oﬀen auf Eis gestellt. Es
wurde darauf geachtet, es nicht komplett eintrocknen zu lassen. Das Pellet wurde danach
in 50 - 100 µl DEPC-ddH2O gelöst und über Photospektrometrie die Konzentration und
Reinheit anhand einer 1:50 Verdünnung bestimmt.
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Komponenten Konzentrationen
NaCl 0,6 M
Tris/ HCl, pH 8,0 0,1 M
EDTA 0,01 M
SDS 4 %
DEPC 0,1 % (v/v)
1 h Inkubation bei RT, Autoklavieren
Lagerung bei RT
Tabelle (5.4) Lysispuﬀer
Komponenten Konzentrationen
Phenol 25 Vol.
Chloroform 24 Vol.
Isoamylalkohol 1 Vol.
Lagerung bei RT
Tabelle (5.5) PCI-Lösung
Komponenten Konzentrationen
LiCl 8 M
DEPC 0,1 % (v/v)
1 h Inkubation bei RT, Autoklavieren
Lagerung bei RT
Tabelle (5.6) LiCl-Lösung
Komponenten Konzentrationen
NaOAc pH 5 (Essigsäure) 3 M
DEPC 0,1 % (v/v)
1 h Inkubation bei RT, Autoklavieren
Lagerung bei RT
Tabelle (5.7) NaOAc-Lösung
Komponenten Konzentrationen
96 % EtOH 70 % (v/v)
DEPC-ddH2O ad
Lagerung bei RT
Tabelle (5.8) 70%-EtOH mit DEPC
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Komponenten Konzentrationen
DEPC 0,1 % (v/v)
ddH2O ad
1 h Inkubation bei RT, Autoklavieren
Lagerung bei RT
Tabelle (5.9) DEPC-ddH2O
5.2.2 cDNS Synthese
Anhand von mRNS (eng.: messenger RNA, mRNA) wird mittels RNS-abhängiger DNS
Polymerase und Oligo(dT) Primer cDNS (eng.: complementary DNA, cDNA) syntheti-
siert. Der Oligo(dT) Primer lagert sich an das Oligo(dA) 3'- Ende der mRNS an und dient
als Anfangspunkt für die Synthese des zur mRNS komplementären DNS Gegenstranges.
Komponenten Massen/ Volumina
Gesamt-RNS 0,5 - 2 µg
Oligo(dT) Primer (Stock: 20 µM) 4 µl
dNTP Mix (Stock: 10 mM je NTP) 4 µl
dH2O ad 16,5 µl
Inkubation für 5 min bei 70 °C
auf Eis, abzentrifugieren
10 x RT Puﬀer 2 µl
RNase Inhibitor (Stock 4 U/ µl) 0,5 µl
Mulv Reverse Transkriptase 1 µl
Inkubation 42 °C für 1 h
Inkubation 90 °C für 10 min
Lagerung bei -20 °C
Tabelle (5.10) cDNS Synthese
5.2.3 Elektrophoretische Auftrennung von RNS
Zur Analyse und für Folgeexperimente wurde RNS in einem denaturierenden Gel elek-
trophoretisch aufgetrennt. Hierfür wurden 10 µg der Gesamt-RNS mit einem Volumen
des 2 x RNS-Gel-Ladepuﬀers versetzt und bei 65 °C für 10 min denaturiert. Nach einer
Inkubation von 2 min auf Eis wurden die RNS-Proben aufgrund ihrer Größe in einem 1 %
denaturierenden 1 x MEN-Agarose-Formaldehyd-Gel bei einer Spannung von 80 V elek-
trophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss konnte das typische rRNS-Bandenmuster unter
UV-Licht (λ 366 nm) aufgrund der Fluoreszenz des interkalierenden Ethidiumbromids
sichtbar gemacht werden. Klare voneinander zu unterscheidende Banden sprechen für die
Qualität der RNS-Präparation.
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Komponente Konzentration
MOPS
(3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure)
200 mM
EDTA, pH 8,0 10 mM
Natriumacetat 50 mM
Autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.11) Zusammensetzung 10 x MEN-Puﬀer
Komponente Volumina
Formamid 0,72 ml
10 x MEN 0,16 ml
37 % Formaldehyd 0,26 ml
dH2O 0,18 ml
80 % Glycerin 0,10 ml
2 % Bromphenol 0,08 ml
1 % Ethidiumbromid 3 µl
Lagerung bei -20 °C
Tabelle (5.12) Zusammensetzung RNS-Gel-Ladepuﬀer
Komponente Massen/ Volumina
Agarose 0,35 g
10 x MEN 3,5 ml
dH2O 30 ml
in der Mikrowelle aufkochen und auf 50 °C abkühlen
37 % Formaldehyd 2,7 ml
Tabelle (5.13) Zusammensetzung MEN-Agarose-Gel (35ml)
5.2.4 Northern Blot
Zum Nachweis speziﬁscher Sequenzen wird RNS elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine
Membran übertragen (geblottet) und dort kovalent gebunden. Der Nachweis der spezi-
ﬁschen Sequenzen erfolgt über die Bindung Basenpaar komplementärer Sonden aus mar-
kierter DNA. Diese kann durch verschiedene Methoden nachgewiesen werden. Es wurde
jeweils photometrisch die RNS-Konzentration bestimmt und 1 µg RNS für die elektropho-
retischen Auftrennung in einem denaturierenden Agarosegel eingesetzt. Die RNS wurde
geblottet und mittels Digoxigenin-markierter CgPIP1;2 und CsPIP1;2 DNS (dt.: Desoxy-
ribonukleinsäure, eng.: deoxyribonucleic acid) markiert. Bei dem Northern Blot wurde
darauf geachtet, jeweils die gleiche Stoﬀmenge an Sonde einzusetzen. Eine Kreuzreaktion
der Sonden wurde in einem Vorversuch ausgeschlossen. Das Digoxigenin (DIG) wurde
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danach mit einem, an eine mit alkalischer Phosphatase konjugierten, DIG-Antikörper
markiert und die Chemilumineszenz detektiert. Die Transkriptmenge der beiden Aqua-
porine wurden mit dem Programm ImageJ ermittelt. Dafür wurden die Grauwerte der
Banden des Blots (8 Bit Bild) quantiﬁziert und auf den Wert von CgPIP1;2 normiert.
5.2.4.1 Herstellung von Sonden
Die Sonden wurden mittels PCR hergestellt, hierbei wurde DIG-11-UTP in die ent-
stehenden Moleküle eingebaut. Die PCR-Ansätze wurden in einem Thermocycler nach
Standard-Protokoll vervielfältigt. Als Kontrolle wurde eine identische Reaktion ohne
DIG-11-UTP angesetzt und beide in einem 0,8 %-igen Agarosegel aufgetrennt. War der
Einbau von DIG-11-UTP in die Sonde erfolgreich, so war die Bande der Sonde etwas
oberhalb der Kontroll-Bande.
Komponente Volumina
NEB PCR-Puﬀer (10 x) 2,5 µl
dNTP-Mix (10mM, 2,5 mM je Nukleotid) 1 µl
DIG-11-UTP (0,1 mM) 2,5 µl
Primer_s 1 µl
Primer_as 1 µl
Plasmid DNA 5 ng
NEB Taq-Polymerase 1 µl
dH2O ad 25 µl
Tabelle (5.14) Zusammensetzung PCR-Ansatz zur Markierung von cDNS-
Sonden (25 µl)
5.2.4.2 Transfer der RNS auf eine Nylon-Membran
Das hier verwendete Verfahren zum Transfer von RNS aus einem MEN-Agarose-Gel auf
eine Membran wird als Northern Blot bezeichnet. Über Kapillarkräfte wurde die RNS
aus dem Gel auf eine darunterliegende Nylon-Membran (Pure Nylon Neutral Transfer
Membrane 0,45 µm, AppliChem) transferiert. Dazu wurde nach der Gelelektrophorese
das RNS-Gel luftblasenfrei auf einer mit Transferpuﬀer (10 x SSC) getränkten Membran
von der Größe des Gels platziert. Der Aufbau war wie folgt (von unten nach oben):
1. Stapel saugfähigen Papiers (Höhe ca. 15 cm)
2. zwei Whatman-Papiere (getränkt in 10 x SSC)
3. Eine Plastikfolie mit einem viereckigen Ausschnitt (in der Größe der folgenden
Nylonmembran)
4. die Nylonmembran (getränkt in 10 x SSC)
5. das RNS-Gel
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6. 2 Whatman-Papiere (getränkt in 10 x SSC)
7. Streifen Whatman-Papier (getränkt in 10 x SSC), dessen Enden sich in Reservoir-
behältern mit 10 x SSC beﬁnden
8. ein Gelschlitten
9. ein Gewicht (ca. 250 g)
Der Transfer erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur vertikal von oben nach unten. Die
RNS wurde anschließend auf der Membran durch 150 mJoules cm-2 UV-Licht (Bio-Link
BLX 245, LTF Labortechnik) ﬁxiert.
Komponente Konzentration
NaCl 3 M
Natriumcitrat, pH 7,0 (HCl) 0,3 M
dH2O ad
Tabelle (5.15) Zusammensetzung 20 x SSC
5.2.4.3 Hybridisierung und Detektion
Prehybridization der Membran
Die Membran wurde in ein Falkonröhrchen gegeben und 10 ml DIG EasyHyb (Roche)
Lösung (aufgewärmt auf 42 °C) hinzugegeben. Danach erfolgte eine Inkubation bei 42 °C
für 1 h.
Hybridisierung mit der DIG-11-dUTP Sonde
50 ng/ ml Hybridisierungsvolumen der DIG-11-dUTP Sonde wurden zu 100 µl DIG
EasyHyb gegeben und für 10 min bei 95 °C denaturiert. Danach wurde die Sonde für
2 min auf Eis inkubiert. Die Sonde wurde zur Membran hinzugegeben und bei 42 °C über
Nacht inkubiert.
Waschen der Membran
Die Membran wurde für 10 min in 2 x SSC bei RT unter schütteln inkubiert, danach
30 min in 2 x SSC, 1 % SDS, 60 °C unter Schütteln inkubiert, danach 15 min in 2 x SSC,
1% SDS, RT unter inkubiert.
Blocken der Membran
Die Membran wurde für 30 min unter Schütteln in Blocking Solution gegeben.
Inkubation in der DIG-Antikörper-Lösung.
Die Membran wurde für 1 h bei RT unter Schütteln in 10 ml der AB Solution inkubiert
und danach für 3 x 10 min in PBS/ 0,5% Tween 20 bei RT unter Schütteln gewaschen.
Die Membran wurde für 2 x 10 min in Assay B bei RT unter Schütteln equilibiert. Danach
wurde die Membran auf einer ﬂachen Oberﬂäche mit 1 ml der Nitroblocklösung bei RT
für 5 min inkubiert. Danach wurde sie in Assay B für 5 min unter Schütteln gewaschen.
Die Membran wurde auf eine ﬂache Plastikfolie gelegt und mit 1 ml CDP Star Lösung
bei RT für 5 min inkubiert. Die Flüssigkeit wurde entfernt und die Membran in die Folie
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eingewickelt. Die Detektion der Chemielumineszenz erfolgte an der Chemidoc Universal
Hood II (Biorad-Segrate) ohne Filter mit der Programmeinstellung Chemi Ultra bei
maximal geöﬀneter Iris. Für eine verlässliche Aussage ist darauf zu achten, die gleiche
Masse an Boten-RNS einer elektrophoretischen Auftrennung zuzuführen und die gleiche
Stoﬀmenge an Sonde für den Blot zu verwenden. Eine Kreuzreaktion der Sonden wurde
in einem Vorversuch ausgeschlossen, ebenso das Funktionieren der Sonden überprüft. Die
Sonden zeigten hierbei eine vergleichbare Aﬃnität für das jeweils passende PCR-Produkt,
das in jeweils gleicher Konzentration auf eine Membran geblottet wurde.
Bei der Auswertung des Blots wird gefolgert, dass die Signalstärke der Expression ent-
spricht. Die Berechnung des Signals erfolgt dabei unter Herausrechnung des Hintergrund-
signals.
Komponente Konzentration
Na2HPO4 82,3 g/ 1000 ml
NaH2PO4-H2O 23,5 g/ 1000 ml
NaCl 40 g/ 1000 ml
dH2O ad 1000ml
Tabelle (5.16) Zusammensetzung 10 x PBS
Komponente Konzentrationen
PBS 1 x
Tween 20 0,5 % (v/v)
Tabelle (5.17) Zusammensetzung 1 x PBS/ 0,5% Tween 20
Komponente Konzentrationen
Tris/ HCl, pH 9,8 200 mM
MgCl2 10 mM
dH2O ad
Tabelle (5.18) Zusammensetzung 10 x AssayB
Komponente Konzentrationen
NaCl 3 M
Natriumcitrat, pH 7 (HCl) 0,3 M
dH2O ad
Tabelle (5.19) Zusammensetzung 20 x SSC
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Komponente Konzentrationen
Trockenmilchpulver 5 % (w/v)
1 x PBS/ 0,5% Tween 20 ad
Tabelle (5.20) Zusammensetzung Blocking Solution
Komponente Volumina/ Konzentrationen
Blocking Solution 1 Vol.
1 x PBS/ 0,5% Tween 20 1 Vol.
Anti-Digoxigenin-AB Fab fragments
(Roche)
AB 1:10000 (1µl/ 10 ml)
Tabelle (5.21) Zusammensetzung Antikörperlösung
Komponente Volumina
Tropix Nitroblock II (Applied
Biosystems)
1 Vol.
Assay B 19 Vol.
Tabelle (5.22) Zusammensetzung Nitroblocklösung
Komponente Volumina
Tropix CDP Star (Applied Biosystems) 1 Vol.
Assay B 49 Vol.
Tabelle (5.23) Zusammensetzung CDP Star Lösung
5.3 Methoden mit E. coli
5.3.1 Verwendete Stämme
 DH5α;
Genotyp: F- deoR recAI endAI hsdR1(rk  mk +) supE44 1-thi gyrA96 relAI
 DB3.1;
Genotyp: F- gyrA462 endA1 (sr1-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-mB-) supE44 ara-14
galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl-5 ∆leu mtl1
5.3.2 Anzucht
Die E. coli wurden in Flüssigkultur angezogen, indem entweder aus einer Glycerolkultur
oder von Platte mittels eines sterilen Zahnstochers eine Animpfung einer Flüssigkul-
tur stattfand. Diese Proben wurden über Nacht bei 37 °C, 150 rpm inkubiert. Die so
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gewonnenen Übernachtkulturen wurden bis zur Verwendung im Kühlschrank gelagert.
Eine Anzucht auf Platte erfolgte, indem mit einer Impföse eine Probe ausgestrichen und
ausgedünnt wurde. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert und danach für
maximal 2 Wochen im Kühlschrank gelagert.
Komponente Konzentrationen
Bacto-Trypton 1 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 0,5 % (w/v)
ad dH2O ad
Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen
Autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.24) Zusammensetzung LB-Medium ﬂüssig
Komponente Konzentrationen
Bacto-Trypton 1 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 0,5 % (w/v)
dH2O ad
Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen
Autoklavieren und auf 55 °C abkühlen lassen
Zugabe Antibiotika
Platten gießen und diese bei 4 °C lagern
Tabelle (5.25) Zusammensetzung LB-Platten
5.3.3 Chemische Transformation
Die Methode zur Erstellung chemisch kompetenter E. coli erfolgte nach Inoue et al.
(1990).
5.3.3.1 Präparation kompetenter Zellen
250 ml SOB wurden mit 0,75 ml einer E. coli -Übernachtkultur in einem 2 Liter Kolben
angeimpft und bei 18 °C, 200 rpm bis zu einer OD600 = 0,6 über Nacht kultiviert. Die
Zellsuspension wurde hiernach für 10 min in einem Eisbad inkubiert. Die Zellen wurden
bei 2500 x g für 10 min bei 4 °C abzentrifugiert und das Pellet in 80 ml eiskaltem TB-
Puﬀer resuspendiert und für 10 min inkubiert. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert
und das Pellet vorsichtig in 20 ml TB-Puﬀer resuspendiert. Es wurde DMSO bis zu einer
Endkonzentration von 7 % (v/v) unter sanftem Schwenken zugegeben und die Zellen
für 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde in 0,5 ml Aliquots in ﬂüssigem
Stickstoﬀ gefroren und bei -80 °C gelagert.
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5.3.3.2 Transformation
Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und je 100 µl Zellsuspension mit
0,5 - 5 µl gelöster DNS für 30 min auf Eis inkubiert. Es wurde ein Hitzeschock bei
42 °C für 90 sec durchgeführt und die Zellen danach für 2 min auf Eis inkubiert. Danach
erfolgte die Zugabe von 1 ml SOC-Medium und Inkubation bei 37 °C, 200 rpm für 1 h.
Anschließend wurde jeweils 300 µl Zellsuspension auf LB-Platten mit entsprechendem
Selektionsmedium ausgestrichen und bei 37 °C über Nacht inkubiert.
Komponente Konzentrationen
Hepes 10 mM
CaCl2 15 mM
KCl 250 mM
auf pH 6,7 einstellen mit KOH
MnCl2 55 mM
dH2O ad
Sterilﬁltration der Lösung und Lagerung bei 4 °C
Tabelle (5.26) Zusammensetzung TB-Puﬀer
Komponente Konzentrationen
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
Trypton 2 % (w/v)
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 10 mM
dH2O ad
Auf pH 6,3 einstellen, autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.27) Zusammensetzung SOB-Medium
Komponente Konzentrationen
Bacto-Trypton 2 % (w/v)
Hefeextrakt 5 % (w/v)
NaCl 0,05 % (w/v)
KCl 2,5 mM
Glukose 20 mM
dH2O ad
pH auf 7,0 einstellen
Autoklavieren und 1 ml Aliquots bei -20 °C lagern
Tabelle (5.28) Zusammensetzung SOC-Medium
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5.3.4 Plasmidisolation
Von einer E. coli Übernachtkultur wurden 1,5 ml entnommen und die Bakterien bei ca.
15k x g für 30 sec abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Bakterienpel-
let in 300 µl Puﬀer P1 durch Vortexen resuspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe
von 300 µl P2 und nach einmaligem Invertieren des Reaktionsgefäßes lysiert. Es erfolgte
eine 5-minütige Inkubation bei Raumtemperatur. Die Fällung von Proteinen und konju-
gierter genomischer DNS erfolgte durch Zugabe von 300 µl P3, vorsichtigem Invertieren
und 15-minütiger Inkubation auf Eis. Eine Abtrennung von genomischer DNS und Pro-
teinen erfolgte durch eine 15-minütige Zentrifugation bei ca. 15k x g. Es wurden 500 µl
des Überstandes in 700 µl Isopropanol überführt und durch mehrfaches Invertieren ge-
mischt. Die DNS wurde durch Zentrifugation bei ca. 15k x g für 15 min sedimentiert,
der Überstand verworfen. Salze wurden durch Zugabe von 500 µl 70 % EtOH und für
10 min bei ca. 15k x g entfernt, der Überstand komplett verworfen. Das Pellet wurde an
der Luft getrocknet bis das EtOH vollständig beseitigt worden war. Danach wurden ca.
30 µl dH2O hinzugegeben, um die DNS zu resuspendieren.
Komponente Konzentrationen
Tris/ HCl (pH 8) 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 µg/ ml (Zugabe nach dem autoklavieren, vor Benutzung)
dH2O ad
Autoklavieren und bei 4 °C lagern
Tabelle (5.29) Zusammensetzung P1 Resuspensionspuﬀer
Komponente Konzentrationen
NaOH 200 mM
SDS 1 % (w/v)
dH2O ad
Autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.30) Zusammensetzung P2 Lysispuﬀer
Komponente Konzentrationen
Kaliumacetat pH 5,5 3 M
dH2O ad
Autoklavieren und bei 4 °C lagern
Tabelle (5.31) Zusammensetzung P3 Neutralisationspuﬀer
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5.3.5 Kolonie-PCR
Zum Nachweis eines bestimmten Inserts in den Plasmiden einer Bakterienkolonie wurde
diese mittels eines Zahnstochers gepickt und als Template in einen PCR-Ansatz über-
führt. Die PCR erfolgte ansonsten nach Standardbedingungen.
5.3.6 TA-Klonierung und Blau-Weiß-Selektion
Um DNS-Fragmente, die durch eine PCR hergestellt wurden, für weitere Experimente zur
Verfügung zu haben, wurden diese mittels TA-Klonierung in den Vektor pDrive kloniert.
Dabei binden Desoxyadenosinüberhänge der PCR-Produkte an Desoxythymidinüberhän-
ge des linearisierten pDrive-Vektors und das Fragment wird ungerichtet in den Vektor
ligiert. Bakterien mit Insert verlieren ihre β-Galactosidase Aktivität und können durch
Kultivierung auf X-gal und IPTG -haltigem Medium identiﬁziert werden. Die Durchfüh-
rung der TA-Klonierung erfolgte nach Angaben des Herstellers (QIAGEN®PCR Cloning
Handbook (April 2001)). Hiernach erfolgte eine Transformation von chemisch kompe-
tenten DH5α und Selektion auf Agarplatten für Blau/Weiß Selektion.
Komponente Konzentrationen
Bacto-Trypton 1 % (w/v)
Hefeexktrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 1 % (w/v)
Mit NaOH den pH auf 7.0 einstellen
Agar 1,5 % (w/v)
dH2O ad
Autoklavieren und auf 55 °C abkühlen lassen
Ampicillin 100 mg/l
Kanamycin 30 mg/l
X-gal 80 mg/l
IPTG 50 µM
Platten gießen und diese bei 4 °C lagern
Tabelle (5.32) Zusammensetzung LB (Luria Bertani) Agar Platten für
Blau/Weiß Selektion
5.3.7 Dauerkulturen
500 µl einer Bakterienübernachtkultur wurden in 500 µl 50 % Glycerol (v/v) überführt
und gevortext. Die Proben wurden danach sofort bei -80 °C weggefroren.
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5.4 Methoden mit A. tumefaciens
5.4.1 Verwendete Stämme
 LBA4404;
Chromosomaler Marker: Rifampicin; Ti Plasmid Marker: Streptomycin
5.4.2 Anzucht von A. tumefaciens
A. tumefaciens wurden in Flüssigkultur angezogen, indem aus einer Glycerolkultur oder
von Platte mittels eines sterilen Zahnstochers eine Animpfung stattfand. Diese Proben
wurden über Nacht bei 28 °C, 200 rpm inkubiert und am nächsten Tag direkt verwendet.
Bei Flüssigkulturen wurden jeweils die Anzuchtgefäße so gewählt, dass ein Verhältnis
Gas : Flüssigkeit von 4 : 1 erreicht wurde. Wenn nötig, wurden die so gewonnenen Über-
nachtkulturen bis zur Verwendung im Kühlschrank gelagert. Eine Kultivierung auf Platte
erfolgte, indem mit einer Impföse eine Probe ausgestrichen und ausgedünnt wurde. Die
Platten wurden für 2 - 3 Tage bei 28 °C inkubiert und danach für maximal 2 Wochen im
Kühlschrank gelagert.
5.4.3 Herstellung chemisch kompetenter A. tumefaciens Zellen
Es wurde 1 ml einer Übernachtkultur verwendet, um 50 ml LB zu inokulieren. Die Zellen
wurden 3 - 5 h bei 28 °C, 200 rpm kultiviert, bis eine OD600 von 0,5 - 0,8 erreicht wurde.
Die Kulturﬂasche wurde danach für 15 min auf Eis gelagert und danach jeweils bei ca. 4 °C
weiterverarbeitet. Die Zellen wurden bei 3000 x g für 10 min bei 4 °C abzentrifugiert. Das
Pellet wurde vorsichtig in 10 ml vorgekühltem 20 mM CaCl2 resuspendiert und erneut
bei 3000 x g für 10 min bei 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde hiernach in 1 ml
20 mM CaCl2 resuspendiert und Aliquots von 100 µl in ﬂüssigem Stickstoﬀ weggefroren.
Die Zellen wurden bei - 80 °C gelagert.
5.4.4 Hitzeschocktransformation
Aliquots der gefrorenen Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Zu 100 µl Zellen wurden 50 - 1000 ng
DNS gegeben, vorsichtig gemischt und in ﬂüssigem Stickstoﬀ schockgefroren. Es erfolgte
ein Hitzeschock bei 37 °C für 5 min. Danach wurde 1 ml LB zugegeben und die Suspen-
sion für 2 - 4 h bei 28 °C und 200 rpm inkubiert. Jeweils 300 µl des Ansatzes wurden auf
LB-Platten mit entsprechenden Antibiotika (für Chromosomaler Marker, Ti Plasmid und
transformierten Vektor) ausgestrichen und bei 28 °C für 2 - 3 Tage inkubiert. Kolonien
wurden vereinzelt und für weitere für 2 - 3 Tage bei 28 °C inkubiert. Danach erfolgte eine
Überprüfung der Transformation mittels Kolonie-PCR. Positive Klone wurden bei 4 °C
für maximal 2 Wochen gelagert und Dauerkulturen angelegt entsprechend dem Vorgehen
bei E. coli.
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5.5 Methoden mit S. cerevisiae
5.5.1 Verwendete Stämme
 W303
Genotyp: MATa/ MATα, leu2-3,112, trp1-1, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15,
GAL;
Herkunft: Euroscarf
5.5.2 Anzucht von Hefen und Induktion der Genexpression
Hefen aus Dauerkulturen wurden auf einem entsprechendem Medium ausgestrichen und
vereinzelt. Nach 2 - 3 Tagen Inkubation bei 30 °C wurden die Platten für maximal weitere
14 Tage im Kühlschrank gelagert. Hefekolonien von Platte wurden verwendet, um Flüs-
sigmedium anzuimpfen. Dieses wurde bei 30 °C, 125 rpm inkubiert bis zur Verwendung
der Zellsuspension. YEPD Medium wurde zur Anzucht von Wildtyp Hefen verwendet,
SC-Medium mit entsprechender Aminosäurezusammensetzung zur Anzucht von trans-
formierten Hefen. Zur Induktion der Genexpression wurden Hefen von SC-Medium mit
Glukose in SC-Medium mit Galaktose überführt. Hierzu wurden die Hefen abzentrifu-
giert, und auf eine optische Dichte bei 600 nm von 0,6 mittels galaktosehaltigem Medium
eingestellt. Die Transkription wurde, bei Verwendung entsprechender Plasmide, durch
den GAL1 Promoter in der Anwesenheit von Glukose repremiert.
Komponente Konzentrationen
Hefeextrakt 1 % (w/v)
Pepton 2 % (w/v)
Glukose 2 % (w/v)
dH2O ad
Mit KOH auf pH 6,0 einstellen
Autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.33) Zusammensetzung YEPD Flüssigmedium
Komponente Konzentrationen
Hefe Extrakt 1 % (w/v)
Pepton 2 % (w/v)
Glukose 2 % (w/v)
dH2O ad
Mit KOH auf pH 6,0 einstellen
Agar 1,5 % (w/v)
Autoklavieren und Platten gießen. Diese bei 4 °C lagern
Tabelle (5.34) Zusammensetzung YEPD Platten
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Komponente Konzentrationen
Glukose 2 % (w/v)
Ammoniumsulfat 0,25 % (w/v)
YNB w.o. AA 0,17 % (w/v)
Aminosäurestock 0,12 % (w/v)
dH2O ad
Mit KOH auf pH 6,0 einstellen
Autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.35) Zusammensetzung SC-Medium ﬂüssig (Anzucht)
Komponente Konzentrationen
Galaktose 2 % (w/v)
Ammoniumsulfat 0,25 % (w/v)
YNB w.o. AA 0,17 % (w/v)
Aminosäurestock 0,12 % (w/v)
dH2O ad
Mit KOH auf pH 6,0 einstellen
Autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.36) Zusammensetzung SC-Medium ﬂüssig (Induktion der Genex-
pression)
Komponente Konzentrationen
Glukose 2 % (w/v)
Ammoniumsulfat 0,25 % (w/v)
YNB w.o. AA 0,17 % (w/v)
Aminosäurestock 0,12 % (w/v)
dH2O ad
Agar 1,5 % (w/v)
Mit KOH auf pH 6,0 einstellen
Autoklavieren und Platten gießen, diese bei 4 °C lagern
Tabelle (5.37) Zusammensetzung SC-Medium Platten
97
Komponente Masse
Adeninsulfat, Arginin, Cystein, Leucin, Lysin, Threonin, Tryptophan, Uracil Je 1 g
Asparaginsäure, Histidin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin,
Tyrosin, Valin
Je
0,5 g
Alle Aminosäuren außer dem Selektionsmarker wurden gemischt und bei RT
gelagert.
Tabelle (5.38) Zusammensetzung Aminosäurestock
5.5.3 Transfektion von S. cerevisiae
Die Methode erfolgte nach dem CLONTECH-Yeastmaker Protocol (PT3049-1).
5.5.3.1 Herstellung kompetenter Hefen
50 ml YEPD wurden mit 1,5 µl einer Übernachtkultur von Hefe (Stamm W303) ange-
impft und ca. 16 h bei 30 °C, 200 rpm bis zu einer OD600 von ca. 1,0 inkubiert. Die
Zellsuspension wurde bei 50 x g für 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 16 ml
steriler LiAC/ TE-Lsg. resuspendiert und bei 50 x g für 5 min abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 0,5 ml steriler LiAC/ TE-Lsg. resuspendiert und für 1 h bei 30 °C, 75 rpm inku-
biert. Die Zellen waren danach bereit für die Transfektion oder konnten abzentrifugiert
(50 g, 5 min) und das Pellet in 0,1 M LiAc/ TE/ 15 % Glycerol resuspendiert und bei
-80 °C weggefroren und gelagert werden.
Komponente Konzentrationen
LiAc 0,1 M
Tris/ HCl (pH 7,5) 10 mM
Na2EDTA 1 mM
dH2O ad
Autoklavieren und bei 4 °C lagern
Tabelle (5.39) Zusammensetzung LiAc/ TE-Lsg.
Komponente Konzentrationen
LiAc 0,1 M
Tris/ HCl (pH 7,5) 10 mM
Na2EDTA 1 mM
Glycerol 15 % (v/v)
dH2O ad
Autoklavieren und bei 4 °C lagern
Tabelle (5.40) Zusammensetzung LiAc/ TE/ 15 % Glycerol
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5.5.3.2 Transfektion der Hefezellen
Die kompetenten Hefen wurden gegebenenfalls auf Eis aufgetaut. Die Lachssperma-DNS
wurde 10 Minuten bei 100 °C denaturiert und auf Eis abgekühlt. Es wurden 500 µg der
Lachssperma DNS (12 µg/ µl) sowie 1 µg Plasmid DNS zu 100 µl kompetenter Hefezellen
gegeben und gemischt. Danach wurden 0,6 ml sterile PEG/ LiAc/ TE-Lsg. zugegeben,
gevortext und bei 30 °C, 200 rpm für 30 min inkubiert. Die Zellen wurden danach 15 min
bei 42 °C und hiernach 3 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen bei 50 x g
für 1 min abzentrifugiert und das Pellet in 0,3 ml 1 x TE-Puﬀer resuspendiert. Es wurde
300 µl jedes Ansatzes auf eine SC-Medium Platte mit entsprechender Aminosäureselek-
tion ausplattiert und für 2 - 3 Tage bei 30 °C inkubiert. Von den Transformanten wurden
auf SC-Medium Platten mit entsprechender Aminosäureselektion ein Reinigungsausstrich
vorgenommen.
Komponente Konzentrationen
LiAc 0,1 M
Tris/ HCl (pH 7,5) 10 mM
Na2EDTA 1 mM
PEG 50 % (w/v)
dH2O ad
Autoklavieren und bei 4 °C lagern
Tabelle (5.41) Zusammensetzung PEG/ LiAc/ TE-Lsg.
5.5.4 Kolonie-PCR
Zum Nachweis einer Sequenz in den Plasmiden einer Hefekultur wurde diese mittels eines
Zahnstochers gepickt und in 3 µl 0,02 M NaOH überführt. Die Proben wurden hiernach
bei 99 °C für 10 min inkubiert. Hiervon wurden eine 5 µl einer 1:20 Verdünnung als
Template in einen PCR Ansatz überführt. Die PCR erfolgte ansonsten nach Standard-
bedingungen.
5.5.5 Dauerkulturen
500 µl einer Übernachtkultur wurden in 500 µl 50 % (v/v) Glycerol überführt und ge-
vortext. Die Proben wurden danach sofort bei -80 °C weggefroren.
5.5.6 Stopped-Flow Spektrometrie
Bei Stopped-Flow Spektrometrie werden Lösungen miteinander schnell gemischt und
Reaktionen spektroskopisch beobachtet. Vorliegend wurde mit der Mischeinheit SFM 300
(BioLogic) sowie der Detektionseinheit MOS256 (BioLogic) gearbeitet. Die schematische
Darstellung ist in Abbildung 5.1 auf Seite 101 dargestellt. Die Mischeinheit besteht aus
zwei motorbetriebenen, computergesteuerten Spritzen mit einem Volumen von 10 ml. Die
Lösungen werden in den Mixer gedrückt und weiter in die Küvette FC-08 (BioLogic).
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Das Stop-Ventil am Ausgang der Küvette registriert das Lösungsgemisch. Dann erfolgt
ein Schliessen der Küvette, und die motorbetriebenen Spritzen werden gestoppt. In der
Küvette kann nun die Reaktion stattﬁnden. Von einer Xenon/ Quecksilber-Lampe wird
Licht deﬁnierter Wellenlänge in die Küvette geleitet. Eine Änderung in der Intensität
des Streulichts (Spektrophotometrie) bzw. eine Änderung in der durch das Messlicht
erzeugten Fluoreszenz (Spektroﬂuorometrie) wird über den Photomultiplier detektiert
und im angeschlossenen Computer aufgezeichnet.
Bei der Spektrophotometrie - zur Bestimmung der Wasserleitfähigkeit - wird das An-
schwellen von Hefeprotoplasten durch ein Überführen in ein hypoosmolares Medium un-
tersucht. Das Messlicht (deﬁnierter Wellenlänge) streut an der Oberﬂäche der Protoplas-
ten, wobei die Vergrößerung der Oberﬂäche zu einer Veränderung der Streulichtintensität
im 90°Winkel führt. Diese Veränderung der Streulichtintensität wird am Photomultiplier
detektiert und am Computer aufgezeichnet. Die Expression verschiedener Aquaporine in
den Hefen ist möglich, da native Aquaporine der Hefe beim verwendeten Stamm W303
entweder durch Mutation inaktiviert wurde (AQY2, FPS1), oder nur im Stadium als
Spore exprimiert werden (AQP1).
Bei der Spektroﬂuorometrie - zur Bestimmung der Leitfähigkeit für CO2 - wird mo-
nochromatisches Licht (λ 490 nm) zur Anregung der Fluoreszenz von Fluoreszein ver-
wendet. Diese Fluoreszenzänderung wurde im 90° Winkel detektiert, wobei mittels eines
(λ 505 nm) Hochpassﬁlters Hintergrundstrahlung reduziert wurde. Eine Aufzeichnung
des am Photomultiplier detektierten Signals erfolgte mittels Computer.
Die Messapparatur wurde durch ein angeschlossenes Kühlaggregat auf 10 °C gehalten.
Für die Spektroﬂuorometrie wurde als Fluoreszenzfarbstoﬀ Fluoreszeindiacetat (FDA)
verwendet. Die Beladung der Zellen mit FDA konnte durch ihre Gelbfärbung beob-
achtet werden. Hierbei wird durch Esteraseaktivität das Acetat des FDA in den Zellen
abgespalten.
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Abbildung (5.1) Stopped-Flow Spektrometrie
Schematische Darstellung des Aufbaus der Stopped-Flow Spektrometrie. Deﬁnierte Volu-
mina aus Spritze A und B werden nach dem Mischen im Mixer in die Küvette geleitet.
Veränderungen in der Fluoreszenzintensität bzw. in der Intensität des Streulichts werden
detektiert und in einem Computer aufgezeichnet. Darstellung aus Fischer (2007).
5.5.6.1 Stopped-Flow Spektrophotometrie
Von Platte wurde eine Hefekolonie in 40 ml SC Selektionsmedium mit Glukose überführt
und bei 30 °C über Nacht angezogen. Die OD600 wurde bestimmt und die Zellen bei
1500 x g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert. Die Zellen wurden mit 40 ml galaktosehaltigem
SC Induktionsmedium (sowie parallel als Kontrolle mit glukosehaltigem SC Medium) auf
eine OD600 = 0,4 eingestellt und über Nacht bis auf eine OD600 = 1,0 angezogen. Die
Zellen wurden bei 1500 x g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert, der Überstand vollständig
entfernt. Das Pellet wurde in 3 ml destilliertem Wasser resuspendiert und die Zellen
bei 1500 x g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 ml Puﬀer 1
resuspendiert und für 15 min bei 30 °C, 150 rpm inkubiert. Zum Ansatz wurden dann
jeweils 6 ml Puﬀer 2, ca. 2 mg Zymolyase 20-T und ca. 100 mg BSA gegeben und für
45 - 60 min bei 30 °C, 150 rpm protoplastiert. Die Protoplasten wurden bei 1500 x g
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für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert, der Überstand vollständig entfernt. Das Pellet wurde
in 5 ml Puﬀer 3 resuspendiert und bei 1500 x g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert. Der
Überstand wurde vollständig entfernt. Das Pellet wurde in 1 ml Puﬀer 3 resuspendiert
und der Ansatz bis zur Verwendung auf Eis gelagert.
Komponente Konzentrationen
KH2PO4 (pH 7,2 mit KOH) 50 mM
dH2O ad
Autoklavieren und Lagerung bei RT
β-Mercaptoethanol 0,2 % (v/v)
Vor Verwendung zugeben
Tabelle (5.42) Zusammensetzung Puﬀer 1
Komponente Konzentrationen
KH2PO4 (pH 7,2 mit KOH) 50 mM
Sorbitol 2,4 M
dH2O ad
Autoklavieren und Lagerung bei RT
β-Mercaptoethanol 0,2 % (v/v)
Vor Gebrauch zugeben
Tabelle (5.43) Zusammensetzung Puﬀer 2
Komponente Konzentrationen
Sorbitol 1,8 M
NaCl 50 mM
CaCl2 5 mM
Tris/ HCl pH 7,0 10 mM
dH2O ad
Autoklaviert und Lagerung bei RT
Tabelle (5.44) Zusammensetzung Puﬀer 3  Hefeaufnahmepuﬀer
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Komponente Konzentrationen
Sorbitol 1,2 M
NaCl 50 mM
CaCl2 5 mM
Tris/ HCl pH 7,0 10 mM
dH2O ad
Autoklaviert und Lagerung bei RT
Tabelle (5.45) Zusammensetzung Puﬀer 4  Mischpuﬀer
5.5.6.2 Osmotischer Permeabilitätskoeﬃzient (Pf) der Plasmamembran der
S. cerevisiae Protoplasten
Die mit der Stopped-Flow gemessenen Kurven wurden mit Algorithmus 6 mittels des Pro-
grammes R geﬁttet. Die ermittelte Reaktionskonstante (k) wurde benutzt, um mittels
des Algorithmus 7 die osmotische Wasserpermeabilität (Pf= osmotic water permeabili-
ty [ms
-1]) zu ermitteln. Hierbei wurden folgende Werte verwendet: Durchmesser W303
Protoplasten d = 3,42 ± 0,05 µm aus Heckwolf (2010), daraus resultiert Volumen Pro-
toplasten VO = 2,0944*10-17 m3, Oberﬂäche Protoplasten SO = 3,6745*10-11 m2. Für
das molare Volumen von Wasser wurde VW = 18,07*10-3 l mol-1, für den Konzentrati-
onsunterschied zwischen Außen und Innen wurde cO-I = 0,6 mol l-1 zu Grunde gelegt.
f(t) = c ∗ e−k∗t
Algorithmus (6) Exponentieller Fit zur Ermittlung Reaktionskonstante in
Stopped-Flow-Messungen
Mittels der Formel für exponentiellen Zerfall wurde eine Kurvenanpassung an den Kinetiken
durchgeführt. Die Amplitude (c) war durch die Normierung konstant, während die Reakti-
onskonstante (k) über den zeitlichen Verlauf (t) durch Interpolation mit der Methode der
kleinsten Quadrate mittels des Programms R berechnet wurde.
Pf = k ∗ V0
S0 ∗ VW ∗ cO−I
Algorithmus (7) Formel für die osmotische Wasserpermeabilität (Pf)
Die Bestimmung der osmotischen Wasserpermeabilität (eng.: osmotic water permeability
(Pf) [ms
-1]) erfolgte nach der Formel von van Heeswijk und van Os (1986). Hierbei wurden
das molare Volumen von Wasser (VW), das Volumen der Protoplasten (V0), deren Oberﬂä-
che (S0) sowie die Diﬀerenz der Konzentration der osmotisch wirksamen Teilchen zwischen
Innen- und Außenmedium (cO-I) zur Berechnung verwendet.
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5.5.6.3 Stopped-Flow Spektroﬂuorometrie
Cytosolische Änderung des pHs von S. cerevisiae Zellen Verwendet wurde der Farb-
stoﬀ Fluoreszeindiacetat. Dieser wird innerhalb der Hefezellen durch intrazellulären Es-
terasen hydrolisiert und erzeugt so Fluoreszein. Die Hefezellen werden mit dem Farbstoﬀ
inkubiert, so dass sie ihn aufnehmen und dann mit einem CO2-haltigem Puﬀer gemischt.
Dabei sind die nachfolgenden Reaktionen von Bedeutung.
H+ + HCO3
- −⇀↽ H2O + CO2 (5.1)
Dargestellt in Reaktionsgleichung 5.1 ist die Gleichgewichtsreaktion von Umsatz Hydro-
gencarbonat und Protonen zu CO2 und Wasser im Mischpuﬀer. Das CO2 liegt gasförmig
oder in Form von Kohlensäure im Puﬀer vor und kann dann in die Zelle diﬀundieren.
CO2 + H2O
CA−−⇀↽− H2CO3 (5.2)
Dargestellt in Reaktionsgleichung 5.2 ist der schnelles Umsatz des Anhydrids CO2 zu
Dihydrogencarbonat (Kohlensäure) innerhalb der Hefezellen mittels Carboanhydrase.
H2CO3
CA−−⇀↽− HCO3- + H+ (5.3)
Die Kohlensäure gibt (Reaktionsgleichung 5.3) als zweiprotonige Säure H+ in zwei Dis-
soziationsstufen ab. Die dadurch folgende Ansäuerung des Zytosols führt zu einer Verän-
derung der Quantenausbeute des Fluoreszeins (Slavik (1983) und Slavik (1982)). Diese
Änderung wird zeitlich aufgelöst detektiert. Die Geschwindigkeit der Reaktion ist hier-
bei indirekt ein Maß für die Erleichterung der CO2-Diﬀusion durch verschiedene Mem-
branausstattung der Hefen.
Von Platte wurde eine Hefekolonie in 40 ml SC-Selektionsmedium mit Glukose über-
führt und bei 30 °C über Nacht angezogen. Die OD600 wurde bestimmt und die Zellen
bei 1500 x g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert. Die Zellen wurden mit 40 ml galakto-
sehaltigem SC Induktionsmedium (sowie parallel als Kontrolle mit glukosehaltigem SC
Medium) auf eine OD600 = 0,4 eingestellt und über Nacht bis auf eine OD600 = 1 ange-
zogen. Die Zellen wurden bei 1500 x g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert, der Überstand
vollständig entfernt. Das Pellet wurde in 3 ml destilliertem Wasser resuspendiert und die
Zellen bei 1500 x g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml CO2 La-
depuﬀer resuspendiert und für ca. 8 min bei 30 °C, 150 rpm inkubiert. Die Zellen wurden
bei 1500 x g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert und in 5 ml eiskaltem CO2 Inkubations-
puﬀer resuspendiert, bei 1500 x g für 3 min bei 4 °C abzentrifugiert und das Pellet bis
zur Verwendung auf Eis gelagert. Eine Beladung der Zellen mit FDA zeigt sich durch
eine gelbe Farbe des Pellets. Für den Versuch in der Stopped-Flow wurde das Pellet in
1,5  5 ml Inkubationspuﬀer resuspendiert und direkt verwendet.
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Komponente Konzentrationen
Hepes/NaOH pH 7,0 25 mM
NaCl 75 mM
dH2O ad
Mit HCl auf pH 6 einstellen
Autoklavieren und Lagerung bei RT
Tabelle (5.46) Zusammensetzung CO2 Inkubationspuﬀer
Komponente Konzentrationen
Hepes/NaOH pH 7,0 50 mM
2-deoxy-D-Glukose 5 mM
dH2O ad
Autoklavieren und Lagerung bei RT
Kurz vor Gebrauch 1:100 FDA (5 mM) hinzugeben
Tabelle (5.47) Zusammensetzung CO2 Ladepuﬀer
Komponente Konzentrationen
Hepes/NaOH pH 7,0 25 mM
Natriumhydrogencarbonat 75 mM
dH2O ad
Am Vortag ansetzen und kurz vor der Messung auf pH 6 einstellen
Tabelle (5.48) Zusammensetzung CO2 Mischpuﬀer
Komponente Konzentrationen
Fluoreszeindiacetat 5 mM
DMSO ad
Lichtgeschützt bei RT lagern
Tabelle (5.49) Zusammensetzung Fluoreszeindiacetat-Lösung (FDA)
CO2 Permeabilitätskoeﬃzient (PCO2) der Plasmamembran von S. cerevisiae Zellen
Die mit der Stopped-Flow gemessenen Kurven wurden mit Algorithmus 6 auf Seite 103
mittels des Programmes R geﬁttet. Die ermittelte Reaktionskonstante (k) wurde be-
nutzt, um mittels des Algorithmus 8 (auf der nächsten Seite) den Permeabilitätskoeﬃ-
zienten für CO2 (PCO2 [ms
-1]) zu ermitteln. Hierbei wurden folgende Werte verwendet:
Reaktionskonstante (k), Volumen Hefezelle (VO = 2,0944*10-17 m3), Oberﬂäche Hefe-
zelle (SO = 3,6745*10-11 m2), pKavon Kohlensäure (pKa = 6,5), intrazellulärer pH
(pHf = 6,27), nach Pede (2008).
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PCO2 = k ∗
10(pHf−pKa)
(S0Vo )
Algorithmus (8) Formel für die Berechnung des Permeabilitätskoeﬃzient für
CO2 (PCO2)
Die Berechnung des Permeabilitätskoeﬃzienten für CO2 (PCO2) benutzt das Volumen der
Hefezelle (VO) sowie deren Oberﬂäche (SO), den pKavon Kohlensäure und den pH im Inneren
der Hefezellen pHf, Formel nach Yang et al. (2000).
5.5.6.4 Stopped-Flow Spektrometrie Einstellungen
Bei den Messungen wurden folgende Einstellungen gewählt:
Hardware Einstellungen:
 Power Supply: 150 Watt
 Spektrometer (Streulichtmessungen): λ 436 nm
 Spektrometer (Fluoreszensmessungen): λex = 490 nm, λem ≥ 515 nm,
 Kühleinheit: 10 °C
 PMS-settings, Filter: 300 µs
Software Einstellungen:
 total volume per shot: 100 µl
 total ﬂow rate: 10 ml s-1
 Sampling rate & datapoints:
 200 µs & 4000
 2 ms & 2000
 20 ms & 1000
5.6 Methoden mit Pﬂanzen
5.6.1 Anzuchtbedingungen Cleome gynandra
Die Keimung der Samen erfolgte bei 30 °C auf mit Wasser getränktem Filterpapier für
24 - 48 h. Danach wurden die gekeimten Samen auf einem 3:1 P-Erde : Sand-Gemisch
ausgebracht und die Pﬂanzen bei einer Photoperiode von 16 h (350 µmol m-2 s-1 PFD,
Temp. 24 °C, relative Luftfeuchte 65 %) sowie einer Dunkelperiode von 8 h (0 µmol m-2s-1
PFD, Temp. 20 °C, relative Luftfeuchte 65 %) kultiviert.
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5.6.2 Biolistic Transformation
5.6.2.1 Microcarrier Vorbereitung
6 mg Goldpartikel (1 µmDurchmesser; Biorad) wurden abgewogen. Zugabe von 1 ml 70 %
EtOH und vortexen für 3 - 5 min Inkubation für 15 min Mikropartikel wurden für 5 sec
abzentrifugiert und der Überstand entfernt. Die Partikel wurden 3 mal gewaschen, indem
1 ml dH2O zugegeben wurde, das Ganze für 1 min gevortext und die Probe dann für 1 min
sich absetzen lassen. Mikropartikel wurden für 2 sec abzentrifugiert und der Überstand
entfernt. Es wurden 100 µl 50 % steriles Glycerol zugegeben (End-Konz.: 60 mg/ ml).
Die Partikel wurden bei Raumtemperatur für bis zu 2 Wochen vor Gebrauch gelagert.
5.6.2.2 Beschichtung der Microcarrier mit DNS.
Die Microcarrier wurden für 5 min gevortext. Danach wurden 50 µl (3 mg) der Micro-
carrier entnommen und weiter gevortext. Danach wurde zu den Microcarriern 0,5 pmol
DNS, 50 µl CaCl2 (2,5 M), 20 µl Spermidin (0,1 M) gegeben und der Ansatz für 2 - 3 min
gevortext. Es wurde 1 min gewartet bis sich die Microcarrier abgesetzt hatten. Danach
wurden die Partikel für 2 sec abzentrifugiert und die Flüssigkeit abgenommen. Es wurden
140 µl 70 % Ethanol zugegeben, ohne das Pellet aufzuwirbeln. Es wurden 48 µl 100 %
Ethanol zugegeben und die Partikel sanft resuspendiert, indem das Reaktionsgefäß vor-
sichtig geklopft und bei niedriger Geschwindigkeit gevortext wurde. Es wurden jeweils
6 x 6 µl Aliquots in die Mitte eines Macrocarrier pipettiert und über die Mitte auf einer
Fläche von ca. 1 cm2 verteilt. Der Alkohol verdampfte unter sterilen Bedingungen.
5.6.2.3 Biolistic bombardment
Die mit DNS beschichteten Microcarrier auf den Macrocarrier wurden verwendet, um
mittels des PDS-1000/ He Particle Delivery System (Fa. Bio-Rad) Zwiebelschuppen
3 mal bei 1100 psi zu beschießen. Das Pﬂanzenmaterial wurde 6 cm vom stopping screen
entfernt positioniert. Die weitere Vorgehen folgte den Anweisungen für die Verwendung
des PDS-1000/ He Particle Delivery System der Fa. Bio-Rad. Nach dem Bombardement
wurde das Gewebe in einer Wachstumskammer bei 22 °C 24 - 48 h kultiviert und danach
mikroskopiert.
5.6.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
Mittels konfokaler Mikroskopie kann ein begrenzter Bereich auf einer Probe mit Anre-
gungslicht bestrahlt werden um in diesem Bereich Fluoreszenz zu detektieren. Durch eine
erste Lochblende im Anregungsstrahlengang wird ein Laserstrahl zu einer punktförmigen
Lichtquelle reduziert. Diese Punktlichtquelle wird auf die Objektebene fokussiert. Mittels
einer zweiten Lochblende in der Zwischenbildebene triﬀt nur Licht aus dem Fokusbereich
des Anregungslichtes auf den Detektor. Das Anregungslicht wird an einem dichroitischen
Strahlteiler reﬂektiert und dann durch das Objektiv auf die Probe fokussiert. Die Probe
emittiert nach Anregung Fluoreszenz, die wiederum durch das Objektiv gesammelt und
vom Dichroit durchgeleitet wird. Fluoreszenzlicht der Probe außerhalb des Fokusses wird
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durch die Lochblende reduziert oder ausgeschlossen. Dies ist möglich, da das emittierte
Licht langwelliger als das Anregungslicht ist. Die nachfolgende Tubus-Linse fokussiert
das transmittierte Licht auf die zweite Lochblende. Als Mikroskop wurde eine Leica DM
IRB/E verwendet. Als Objektiv wurde HCX PL APO 100x/ 1,4 - 0,7 oil verwendet.
5.6.4 Virus-induced-gene-silencing
Es wurde (entsprechend der Methode von Liu et al. (2002a, 2012)) eine Übernachtkultur
von A. tumefaciens LBA4404 mit pTRV1, pTRV2, pTRV2_CgPDS, pTRV2_NbPDS
angesetzt. Hiervon wurde jeweils 1 ml verwendet, um 50 ml VIGS-Anzuchtmedium an-
zuimpfen. Die Kultur wurde bei 28 °C, 200 rpm über Nacht kultiviert, die Zellen am
Folgetag bei 1500 g, 4 °C für 10 min abzentrifugiert und das Pellet im Inﬁltrationsmedi-
um auf eine OD600 von 2,0 gebracht. Die Zellen wurden danach für 3 h bei RT inkubiert.
Die Agrobakteriensuspension wurde inﬁltriert, indem mit einer Nadel die Oberseite eines
Blattes der zu transformierenden Pﬂanze perforiert wurde und danach mit einer 1 ml
Spritze ohne Nadel die Lösung in die Interzellularen gedrückt wurde. Hierfür wurden ca.
14 Tage alte Pﬂanzen (entsprechend Burch-Smith et al. (2006) bei VIGS mit Arabidop-
sis) von N. benthamiana und C. gynandra verwendet. Die Pﬂanzen wurden für 24 h in
Plastiktüten gesteckt und hiernach im Gewächshaus weiter kultiviert.
Komponente Konzentrationen
Kanamycin 50 µg/ ml
Streptomycin 100 µg/ ml
MES 10 mM
Acetosyringon 20 µM
LB Medium ad
Autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.50) Zusammensetzung VIGS-Anzuchtmedium
Komponente Konzentrationen
MgCl2 10 mM
MES 10 mM
Acetosyringon 200 µM
dH2O ad
Autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.51) Zusammensetzung Inﬁltrationsmedium
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Komponente Konzentrationen
MgCl2 10 mM
MES pH 5,6 10 mM
Acetosyringon 150 µM
dH2O ad
Autoklavieren und bei RT lagern
Tabelle (5.52) Zusammensetzung Agrobacterium Inokulationsmedium
5.6.5 Isolation genomischer DNS aus Pﬂanzen
Pﬂanzenmaterial wurde in ﬂüssigem N2 weggefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C
gelagert. Es wurden 200 mg der Proben in ﬂüssigem N2 gemörsert. Hierbei wurde auf
eine vollständige Kühlung bei allen Schritten und allen verwendeten Werkzeugen ge-
achtet. Das Pﬂanzenpulver wurde in einem gekühlten 2 ml Reaktionsgefäß mit 750 µl
Extraktionspuﬀer und 750 µl Chloroform gevortext. Die Proben wurden für 30 min bei
65 °C inkubiert und der entstehende Druck im Reaktionsgefäß ausgeglichen. Die Proben
wurden für 10 min bei 7500 x g zentrifugiert und der Überstand in ein neues Reaktions-
gefäß gegeben und mit 1 Vol. Isopropanol versetzt. Die Proben wurden gevortext und für
10 min bei 15k x g zentrifugiert. Das Präzipitat wurde mit 70 % EtOH gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Präzipitat in 200 µl dH2O aufgenommen. Es wurden
6 µl RNase A (Stock: 10 µg/ µl) zugegeben und für 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Es
wurden 400 µl 100 % EtOH sowie 20 µl 3 M NaOAc zugegeben und die Lösung mehrfach
invertiert und danach für 2 h bei -20 °C inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation für
5 min bei 15k x g, der Überstand vollständig abgenommen und das Pellet in 50 µl dH2O
aufgenommen und für 5 min bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden bis zur Verwendung
bei 4 °C gelagert.
Komponente Konzentrationen
N-Lauroylsarcosin 1 % (w/v)
CTAB 0,8 % (w/v)
Tris/ HCl (pH 7,8) 220 mM
NaCl 800 mM
EDTA 22 mM
Mannitol 140 mM
dH2O ad
Autoklavieren und bei RT lagern
Vor Gebrauch Mercaptoethanol (1,4 µl/ ml Puﬀer) zugeben
Tabelle (5.53) Extraktionspuﬀer genomische DNS
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5.6.6 Gaswechselmessungen
Für die Gaswechselmessungen wurde das GFS 3000 Portable Gas Exchange Fluorescence
System (Walz) mit dem Standard Messkopf 3010S verwendet. Diese ermöglicht, verschie-
denes Pﬂanzenmaterial unter verschiedenen Licht- und Gasbedingungen auf Ihre Photo-
syntheseeigenschaften hin zu untersuchen. So können die Konzentrationen von Wasser-
dampf und CO2 eingestellt und Ihre Änderung nach Passieren der Messküvette gemessen
werden.
Bei den Gaswechsel- und Fluoreszenzmessungen werden verschiedene Parameter aus
den Konzentrationen der Gase und Fluoreszenzwerten bestimmt. Zur Bestimmung der
Quantenausbeute wurde Algorithmus 9 benutzt. Das Prinzip der hierfür durchgeführten
Fluoreszenzmessungen ist in Abbildung 5.2 (auf der nächsten Seite) wiedergegeben.
YII =
Fm′ − F ′
Fm′
Algorithmus (9) Quantenausbeute Photosystem II (PSII)
Formel nach Genty et al. (1989). Bestimmt wird die eﬀektive photochemische Quanten-
ausbeute des Photosystem II der Pﬂanzen (YII). Dies geschieht durch Auswertung von
Fluoreszenzdaten. Fm' ist hierbei die Fluoreszenz des beleuchteten Blattes während eines
sättigenden Lichtpulses. Hierdurch werden die maximalen Fluoreszenzniveaus bestimmt die
während eines sättigender Lichtpulses auftritt. Hierbei werden alle Reaktionszentren des
PSII geschlossen. Der Wert von F' wird bestimmt durch die Position der Induktionskurve
vor einem sättigenden Lichtpuls. Er spiegelt somit die Fluoreszenz des gemessenen Pﬂan-
zengewebes in actinischem Licht dar.
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Abbildung (5.2) Prinzip der Fluoreszenzmessung
Dargestellt ist das Prinzip einer Fluoreszenzmessung und die resultierenden Fluoreszenzwer-
te. Gezeigt ist eine Messung an Dunkel- und Lichtadaptierten Blättern durch Einstrahlung
eines sättigenden Lichtpulses (SP) und die resultierende Veränderung in der gemessenen
Fluoreszenz. Hierbei werden unter anderem Werte wie Fm' und F' bestimmt die zur Be-
stimmung der Quantenausbeute dienen. Darstellung aus dem Handbuch jpm_071206 der
FA. Walz.
Die Werte de Quantenausbeute kann für die Bestimmung der Elektronentransportrate
(ETR) herangezogen werden. Hierfür wurde Algorithmus 10 verwendet.
ETR = YII ∗ PAR/2 ∗ ETR-Faktor
Algorithmus (10) Elektronentransportrate (ETR)
Die Elektronentransportrate (ETR, µmol m-2 s-1) gibt den Elektronentransport durch das
PSII wieder. PAR (µmol m-2 s-1) ist ein Maß für die Lichtintensität. Es wird angenommen,
dass das Lichtabsorption gleichmäßig zwischen Photosystem I und II aufgeteilt ist. Der
ETR-Faktor spiegelt den Anteil der durch die Photosysteme absorbierten Lichtes wieder.
Das in Algorithmus 10 verwendete PAR (eng.: photosynthetic active radiation, µmol
m-2 s-1) ist ein Maß für die Lichtintensität die für photochemische Vorgänge nutzbar ist.
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Hierbei wurde bei der verwendeten Lichtquelle Strahlung von 90 % im roten (λ = 640 nm)
und 10 % im blauen (λ = 470 nm) Spektrum genutzt. Als ETR-Faktor wurde für die
Messungen ein Wert von 0,84 verwendet. Parallel konnte, neben der Ermittlung von
Fluoreszenzdaten, auch Veränderung in der Konzentrationszusammensetzung des - das
Blatt umgebende - Gasgemisches bestimmt werden. Dieses wurde verwendet um mittels
Algorithmus 11 die Assimilationsrate von CO2 durch das Blatt zu bestimmen.
A =
ue ∗ (ce − co)
LA
− E ∗ co
Algorithmus (11) Assimilationsrate (A)
Formel nach von Caemmerer und Farquhar (1981). A ist die Assimilationsrate von CO2 (in
µmol m-2 s-1), ue gibt die molare Flussrate am Einlass der Küvette wieder (in µmol s-1), co
gibt den CO2-Stoﬀmengenanteil am Auslass der Küvette wieder (in ppm), ce gibt den CO2-
Stoﬀmengenanteil am Einlass der Küvette wieder (in ppm), LA bezeichnet die Blattﬂäche
(in cm2), E gibt die Transpirationsrate (in mmol m-2 s-1) wieder. Sie wird aus Flussrate
am Einlass der Küvette, der Änderung in der H2O-Konzentration sowie der Blattﬂäche
berechnet.
Es wurden jeweils 3 cm2 Blattﬂäche eingespannt und die Wasserdampfkonzentration
auf 16,5k ppm eingestellt. Die Temperatur in der Küvette war auf 25 °C eingestellt.
Die Gaswechselmessungen wurde an 28 Tage alten Pﬂanzen durchgeführt. Bei Lichtmes-
sungen wurden jeweils 10 Lichtintensitäten bei konstanter CO2-Konzentration (380 ppm)
gemessen. Die Messungen starteten bei 2000 µmol m-² s-¹ und endeten bei 0 µmol m-² s-¹.
Die Messung hatte eine Kalibrationsphase für 30 min am Anfang der Messungen. Es wur-
den jeweils als Messpunkt drei Datenpunkten aufgezeichnet. Die Adaption der Pﬂanze
zwischen den verschiedenen Lichtintensitäten war 5 min.
Bei Messungen der Veränderung der Assimilationsrate bei Veränderung der CO2-
Konzentration wurden jeweils CO2-Konzentrationen von 380 ppm bis 70 ppm und von
380 ppm bis 1500 ppm gemessen. Die Messungen hatte eine Kalibrationsphase für 30 min
am Anfang der Messungen. Es wurden jeweils als Messpunkt drei Datenpunkten auf-
gezeichnet. Die Zeit zwischen den verschiedenen CO2-Konzentrationen war 6 - 9 min
abhängig von der Geschwindigkeit der Messapparatur bei der Einstellung der CO2-
Konzentrationen.
Die Daten wurden von dem an den Messapparatur angeschlossenen Computer unter
Verwendung der Software von Walz WinControl V3.22 aufgezeichnet. Die Kurvenanpas-
sung erfolgte mit der Mitscherlich Gleichung (siehe Algorithmus 12 (auf der nächsten
Seite)).
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12
AN = Amax ∗
(
1− e−Aqe∗(PPF−LCP )
)
Algorithmus (12) Mitscherlich Gleichung
Gleichung zur Anpassung an ökophysiologische Antwortkurven nach Potvin und Lechowicz
(1990). Hierbei werden an die vorliegenden Gaswechseldaten die lichtgesättigte Photosyn-
theserate (Amax), der lineare Anstieg, der die schnelle Reaktion der Netto Photosyntheserate
(AN) bei niedrigen PAR wiedergibt (Aqe) angepasst. Weiterhin wird der Lichtkompensati-
onspunkt (LCP) ermittelt. Sowohl AN als auch der photosynthetischer Photonenﬂuss (PPF)
sind aus den Datensätzen gegeben.
Die Bestimmung statistischer Parameter erfolgte über das Programm R (Version
2.15.1). Die Parameter der Mitscherlich-Gleichung wurden unter Verwendung der Me-
thode nls (Nonlinear Least Squares) bestimmt. Die Prüfung der Normalverteilung
der Daten sowie die Durchführung der t-Tests sowie die Auftragung der Daten wurde
ebenso mit Methoden von R durchgeführt.
5.7 Bioinformatische Methoden
Um unbekannte Sequenzen aus 454-Sequenzierungen zu identiﬁzieren, müssen diese Da-
tensätze aufbereitet und umgewandelt werden. Danach erfolgt die Erstellung eines Tran-
skriptoms. Dieses kann mittels automatisiertem BLAST gegen bekannte kodierende Se-
quenzen (eng.: coding sequence, CDS) abgeglichen werden. Es kann damit eine Prote-
indatenbank erstellt werden, die den Sequenzen aus dem Transkriptom entsprechende
bekannte Proteinsequenzen zuordnet. Diese Proteinsequenzdatenbank kann nun nach ei-
ner gesuchten Proteinsequenz durchsucht und die passende Sequenz aus dem Transkrip-
tom identiﬁziert werden. Weiterhin können bekannte Nukleotidsequenzen mittels BLAST
gegen das Transkriptom abgeglichen werden, um Ähnlichkeiten auf Nukleotidebene zu
identiﬁzieren. Die so gefundenen Sequenzen können gegeneinander abgeglichen werden
um sowohl Ähnlichkeiten auf Nukleotid- als auch auf Proteinebene abzudecken.
Das Gesamte Vorgehen ist in Abbildung 5.3 (auf der nächsten Seite) schematisch dar-
gestellt. (1) Ausgangspunkt der Bearbeitung war die Adapter- und Qualitätsbereinigte
454-Sequenzierung. (2) Diese wurde mittels Trinity zu einer Transcriptom-Datei assemb-
liert zur Erstellung längerer Contigs (Haas et al. (2013)). (3) Die Contigs wurden mittels
BlastX bekannten Proteinen zugeordnet. Aus der Liste der Proteine wurden nun alle
Nukleotidsequenzen, die eine Phytoendesaturase kodieren, isoliert (4). Auf diese Wei-
se wurden Sequenzen identiﬁziert, die bekannten PDS-Sequenzen entsprachen. Um nun
auch Sequenzen zu identiﬁzieren, die durch die Filtermechanismen von (1 - 4) durch-
fallen, wurden (5) die 454-Sequenzen in einem BlastN gegen die Sequenz von AthPDS
alignt, und entsprechende Sequenzen isoliert. (6) Diese wurden gegen den Trinityda-
tensatz alignt, um längere Sequenzabschnitte zu isolieren die auf Nukleotidebene keine
hohe Ähnlichkeit zu AthPDS besitzen. Die in (4 und 6) identiﬁzierten PDS Sequenzen
wurden quantiﬁziert und auf überlappende Sequenzen hin untersucht. Damit wurde die
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zur Klonierung verwendete CgPDS Sequenz erstellt (7). Analog hierzu wurden die Se-
quenz von CsPDS isoliert. Beige farbige Kästen kennzeichnen Sequenzen. Blaue Kästen
kennzeichnen Bearbeitungsschritte mit Programmen.
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Abbildung (5.3) Bioinformatisches Vorgehen zur Identiﬁzierung von CgPDS
(1) Adapter- und Qualitätsbereinigte 454-Sequenzierung, (2) Transcriptom (erstellt mit
Trinity), (3) Homologe Proteine (mit BlastX), (4) Isolation von Phytoene Desaturase Se-
quenzen, (5) Contigs, die homolog zu Pyhtoene Desaturase Sequenzen zu A. thaliana sind
(mit BlastN), (6) Sequenzen im Transcriptom mit Ähnlichkeit zu kürzeren Contigs, (7)
Quantiﬁzierung, Alignment und Assemblierung von CgPDS Sequenzen.
Frei verfügbare 454-Sequenzierungsdaten von C. gynandra und C. spinosa1 wurden
1http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX004115 ; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX004114
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heruntergeladen und vom *.sra Format in das *.fastq Format mit dem Programm fastq-
dump2 umgewandelt. Zum Entfernen von Adaptersequenzen sowie Sequenzdaten mit un-
zureichender Qualität wurden die Programme fastq_quality_trimmer sowie fastx_trimmer
des fastx toolkit 0.0.133 benutzt. Das Trimmen der Sequenzdaten wurde mit dem Pro-
gramm fastqc4 überpüft. Hierbei wurde insbesondere auf überrepräsentierte Sequenzen
geachtet.
Es wurden nur solche Sequenzen verwendet, deren Median mindestens einem Phred
Quality score von 30 entsprach. Der Phred Quality score (Q) ist ein Maß für die
Fehlerwahrscheinlichkeit (P) bei der Bestimmung der Identität eines Nucleotids bei einer
DNS-Sequenzierung.
P = 10
−Q
10 (5.4)
bzw.
Q = −10 ∗ log10 ∗ P (5.5)
Bei dem verwendeten Wert von 30 beträgt der Median der Chance, dass die Base bei der
Sequenzierung inkorrekt bestimmt wurde 0,001 %. Konservativer wäre es, nur Sequenz-
bereiche mit einem Quantil Q0,25 mit einem Phred Quality score über 30 zu wählen,
da bei den vorliegend, nicht normal-verteilten Daten die Quantile extreme Unterschiede
im Abstand zum Median aufweisen können. Bei der durchgeführten Analyse wurde die
weniger konservative Methodik gewählt, da das vorliegende Quantil Q0,25 bei Position
229 bp mit einem Wert von 24 noch als ausreichend angesehen wurde.
Alle anderen Sequenzabschnitte wurden verworfen. Für Folgeschritte wurden die FASTQ
Dateien in das FASTA Format mittels des Programms fastq_to_fasta des fastx toolkits5
umgewandelt. Aus den Sequenzdaten wurde mittels des Programmes Trinity6 eine Tran-
skriptomdatei erstellt.
5.7.0.1 Automatisierter BLAST
Es wurde eine Transkriptom Datenbank mittels makeblastdb des Softwarepaketes ncbi-
blast-2.2.25+7 erstellt. Diese Transkriptom Datenbank diente zum stand-alone BLASTx
des Transkriptoms mittels ncbi-blast-2.2.25+. Es wurde mittels Python Skripts aus den
BLASTx Ergebnissen Text aus der Ausgabedatei entfernt, der für die Weiterverarbeitung
ohne Belang war. Weiterhin erfolgte eine Umformatierung des Textes, um eine Zuordnung
der BLASTx Ergebnisse zu den entsprechenden Sequenzen der Transkriptomdatei zu
erreichen. Weiterhin wurden mittels stand-alone BLASTn Sequenzen von Arabidopsis
gegen die Transkriptomdateien abgeglichen.
Es wurden diejenigen BLASTx Treﬀer isoliert, die bestimmte Schlagwörter enthalten
(z.B. phytoene desaturase). Dies erfolgte mittels BASH Skript. Diese wurden in einer
Datei gespeichert und nicht benötigte Metadaten mittels Python Skriptes entfernt.
2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK47540/
3http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
4http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
5http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
6http://trinityrnaseq.sourceforge.net/
7http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5.7.0.2 Quantiﬁzierung von der Transkripte
Um die Ergebnisse des eingegrenzten BLASTx zu quantiﬁzieren, sollten diese ausgehend
von ihrer Ähnlichkeit sortiert und ausgezählt werden. Hierfür wurden die Ergebnisse in
eine *.fasta Datei umgewandelt und aus diesen mittels makeblastdb des Softwarepa-
ketes ncbi-blast-2.2.25+ eine Datenbank erstellt. Mittels dieser Datenbank mit den ge-
suchten Sequenzen wurde ein BLASTn gegen die Transkriptomdatenbank durchgeführt.
Die Ausgabe des besten Treﬀers mit einem E-Value von höchstens 0,01 erfolgte in eine
Datei und die Quantiﬁzierung der gefundenen Sequenzen wurde mittels Python Skripts
durchgeführt. Hierbei erfolgte eine Bestimmung der Häuﬁgkeit einer Sequenz als reads
per million bzw. reads per million per length.
5.7.0.3 Ausschluß ungewollter Nebenreaktionen
Die Sequenzen der PDS wurden assembliert. Die Sequenz der PDS wurde mittels Py-
thonskript in alle möglichen 21-mere unterteilt. Diese Sequenzen wurden mittels make-
blastdb des Softwarepaketes ncbi-blast-2.2.25+ in eine Datenbank umgewandelt. Diese
Datenbank wurde verwendet, um einen entsprechenden BLASTn mit ncbi-blast-2.2.25+
gegen die Trinity Datenbank vorzunehmen. Die Ergebnisse wurden nach Treﬀern durch-
forstet und die entsprechenden Sequenzen identiﬁziert und abgeglichen, um welche pu-
tativen CDS es sich handelt.
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Anhang
Abkürzungen
Abkürzung Bedeutung
ad Addition, Auﬀüllen mit bzw. auf Volumen
AS-Sequenz Aminosäuresequenz
AS-Sequenz Aminosäuresequenz
Amax maximale, lichtgesättigte Photosyntheserate
AN Netto-Assimilationsrate
Aqe linearer Anstieg der Photosynthese-Rate
Bp Basenpaare
ca. circa, zirka
Ca CO2-Konzentration im Außenmedium
dt. deutsch für
eng. englisch für
ETR Elektronentransportrate
FDA Fluoreszeindiacetat
h hora, Stunde
k Konstante der Reaktionskinetik
LCP Lichtkompensationspunkt
min Minute
ml Milliliter
m meter
mM Millimolar , 10-3 g*mol-1
M Molar, g*mol-1
ms Millisekunde
µs Mikrosekunde
nm Nanometer
Nt Nukleotide
PCO2 Permeabillitätskoeﬃzient für CO2
RT Raumtemperatur
s Sekunde
Temp. Temperatur
Vol. Volumeneinheit
x g x-fache Schwerebeschleunigung, ca. 9,8 m*s-2
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Abkürzungen englischsprachiger Begriﬀe
Abkürzung Englische Bezeichnung Deutsche Bezeichnung
C3 C3 carbon ﬁxation C3 Kohlenstoﬀﬁxierung
C4 C4 carbon ﬁxation C4 Kohlenstoﬀﬁxierung
CCP CO2 compensation point CO2-Kompensationspunkt
cDNA Complementary Deoxyribonucleic
acid
komplementäre DNS
DIG Digoxigenin Digoxigenin
DNA Deoxyribonucleic acid Desoxyribonukleinsäure
mRNA Messenger Ribonucleic Acid Boten-RNS
PAR Photosynthetically Active Radiation photosynthetisch aktive Strahlung
PFD Photon Flux Density Photonenstromdichte
psi pound per square inch Pfund pro Quadratzoll
PCO2 CO2 permeability coeﬃcient Permeablilitätskoeﬃzient für CO2
Pf osmotic water permeability coeﬃ-
cient
Osmotischer Wasserpermeabilitäts-
koeﬃzient
RNAi RNA interference RNS-Interferenz
RNA Ribonucleic acid Ribonukleinsäure
rpm revolutions per minute Umdrehungen pro Minute
T-DNA transfer-DNA Transfer-DNS
Tm temperature of melting Schmelztemperatur der Primer
TRV tobacco rattle virus Tobacco rattle virus
VIGS virus induced gene silencing Virus induzierte Genminderung
v/v volume per volume Volumenprozent
w/v weight per volume Massenprozent bezogen auf das Vo-
lumen
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Verwendete PCR Primer
Primer Sequenz Bemerkung
CgPDS_1_as 5' - ATAAACCTTTGTTGCTCGAAGC-
AAGA - 3'
zur Ampliﬁkation aus
cDNS
CgPDS_1_s 5' - TCTTTCAAGTTCTTTCATCGTGG-
CTT- 3'
zur Ampliﬁkation aus
cDNS
CsPDS_1_as 5' - ATAAACCTTTGTTGCTCGAAG-
CAAGA - 3'
zur Ampliﬁkation aus
cDNS
CgPDS_1_s 5' - CTTTCAAGTTCTTTCATCGTGGC-
TT - 3'
zur Ampliﬁkation aus
cDNS
CgPDS_2_s 5' - TTGAAAACACTGTAAATTTCTTG-
GAAGCCG - 3'
zur Klonierung in
pTRV2
CgPDS_2_as 5' - TGGCTTCTATGATATCGGAATCA-
CTGCG - 3'
zur Klonierung in
pTRV2
M13_as 5' - GAAACAGCTATGACCATGATTAC-
GCC - 3'
zur Sequenzierung aus
pDrive
M13_s 5' - GACGTTGTAAAACGACGGCCA-
G - 3'
zur Sequenzierung aus
pDrive
TRV1_s 5' - TTACAGGTTATTTGGGCTAG - 3' zum Nachweis von
TRV1
TRV1_as 5' - CCGGGTTCAATTCCTTATC - 3' zum Nachweis von
TRV1
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DNS-Sequenzen
ttctttcaagttctttcatcgtggcttctatgatatcggaatcactgcgtgagatccattctgccgcaggcgca
aaaaccaattccagcatcgatcgattgggatcgtaatattccttacaagttaacgacatgtcagcgtatacact
cagaagtgcacttctgctaaagagtaggtgatcatatgtgttcttcagttttctgtcaaaccatatatgaacat
taataaccggcactccaactaatttctccaatcttccaaaatatggtatttctttccaagtatccggtacaagg
agctttaggatatcaactataggaaaatgtcgagagctattagagcaagcagatatttaagatgaaattcaatt
ttcgtaaaaggggcgtagaaatagacctggagtagcaaacacataggcatctccttcaatagtggttccatcac
tgagtacgaaattcttaaccgtcccatcgttatcgagttcgattttcttaattctagaatttaatcgtacttcc
ccacctagtgacttaatgtgatccacgatgggcttacagagtctctctggggggttaccatccaagaatgccat
cttagaaccgtgtttttcctggagaaaacggttcaaggctatcaatatgcattgcatggatagttcttctggat
ttataaagtttaatgcctttgacatggcaatgaatacttcatcagtaacacgcttcggtactccctgcttctcc
gtccattctttaactgatagcccatcttgagcttcaacataagcctgcccaccaaccatagcgggtaaaagtcc
aatagcaaacttcactttctccggccacgttaacatttcattgtttcttaaaatagcccaaataccgtttaagg
gtgctggtaggacttctgggaaatcaaatctactaaattctccaggtttatttggcatagcaaatatcatggaa
tgttccttccactgtaatcgatcattgattccaagttctccaaacaagttctgcacatttggataggcaccaaa
gaatatatgtaaacctgtttcataccaatccccatcttcatctttccatgcagctaccttcccaccaagaacat
ctcttgcttcgagcaacaaaggtttat
Abbildung (5.4) Teil-Sequenz CgPDS, sequenziert aus TA-Klon
tctttcaagttctttcatcgtggcttcaatgatatcagagtcgctgcgcgagatccattctgccgccggagcaa
aaaccaattccagcatcgaccggttgggatcgtaatattccttacaagctaacggcatatcagcgtatacactc
aagagggcacttctgctaaaaagtaggtgatcatatgtgttcttcagttttctgtcaaaccatatatgaacatt
aataaccggaactccaactaacttctccaaccccctgaagtatgataattctttccaggtatccggcaaaagga
gcttcaggatatcaactggagttgcaaacacgtaggcgtcaccttcgatattggctccatcactgagtacaaaa
ctcttaactgtcctgtctttattgagctcgattttctttattctagaatttagtcgtacttccccacctaatga
ccgaatgtgatccacaatgggcatgcagagcctctccggggggttaccatccaaaaatgccatcttggaaccgt
gtttttcttgaagaaacctgttcaaggctatcaatatgcattgcattgatagttcttcgggatttataaagttt
aatgcctttgacattgcaatgaatacttcatcagtcacacgctcgggtacgccctgtttttccatccattcttt
aactgatagaccatcttgagcctcaacatagcctgcccaccaaccatagccggtagaagtccaatagcaaact
tcactttctccggccacgttaacatttcattgtttcttaaaatggcccatataccgtttaaggtgctgggtagg
acttcagggaaatcaaatctactaaattctccgggtttatttggcatagcaaatatcatggaatgctccttcca
ctgtaaccgatcattgattccgagttctccaaacaagttctgcacatttggataggcaccaaagaatatatgta
atcctgtctcataccagtctccatcttcatcttgccatgcagctaccttcccaccaagaacatctcttgcttcg
agcaacaaaggtttat
Abbildung (5.5) Teil-Sequenz CsPDS, sequenziert aus TA-Klon
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Verwendete Programme
Verwendetes Programm Quelle Versions Nummer
ClustalX www.clustal.org 2.1
fastqc bioinformatics.bbsrc.ac.uk
fastq-dump www.ncbi.nlm.nih.gov
fastq_to_fasta hannonlab.cshl.edu
fastx toolkit hannonlab.cshl.edu 0.0.13
ImageJ rsbweb.nih.gov 1.47a
LAlign embnet.vital-it.ch 35
ncbi-blast-2.2.25+ blast.ncbi.nlm.nih.gov 2.2.25+
pdfTeX pdftex.git.sourceforge.net 3.1415926-2.4-1.40.13
PyMol www.pymol.org 1.5.0.1-2build1
R www.r-project.org 2.15.1
SOSUI bp.nuap.nagoya-u.ac.jp 1.11
SRA Toolkit eutils.ncbi.nih.gov 2.3.2-5
SWISS-MODEL swissmodel.expasy.org
Trinity trinityrnaseq.sourceforge.net r2011-08-20
WinControl www.walz.com 3.22
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